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RESUMO 
A produção comercial de espécies aquícolas implica a sujeição destas a manipulações e 
perturbações constantes, bem como a alterações das condições ambientais do meio aquático onde se 
encontram. Todos estes factores provocam stress, o qual induz perdas económicas significativas. 
Deste modo, já que não é possível evitar a aplicação de factores de stress aos animais de cultura, 
torna-se necessário encontrar formas de aumentar a resistência destes ao stress. 
0 ácido ascórbico (AA) é um nutriente, essencial para a maior parte das espécies de peixes, a 
quem têm sido atribuídas propriedades anti-stress. Dado que é um nutriente acessível e de 
administração fácil (é incluído no alimento), é ideal para o uso em aquacultura. No entanto, apesar dos 
estudos efectuados, a relação entre o AA e a resistência dos peixes ao stress ainda não está 
completamente esclarecida. Deste modo, este estudo pretende dar mais um passo no esclarecimento 
deste tema. Neste intuito, foi determinado que se utilizaria o stress ambiental, uma vez que é mais o 
mais corrente em condições de aquacultura, e aquele em que os resultados são menos esclarecedores. A 
hipoxia e a amónia são 2 dos principais factores de stress ambiental a que os peixes estão sujeitos em 
condições de cultura, pelo foram os escolhidos para este estudo. A dourada (Sparus aurata) escolhida 
como modelo, já que é uma das espécies de cultura mais importantes do nosso país. 
A dourada foi, em primeiro lugar, , sujeita a hipoxia aguda (1.2 mg OD/I; 24h) depois de um 
período de 1 2 semanas de alimentação com um alimento suplementado com 0, 25, 50, 100 ou 200 mg 
AA/kg. Na experiência seguinte a dourada foi submetida a hipoxia intermitente (25% OD, 1 
vez/semana) durante 13 semanas, ao mesmo tempo que era alimentada com diferentes concentrações 
de AA (0, 50 ou 100 mg/kg alimento)., durante esta experiência os peixes foram infectados 
inadvertidamente com um parasita branquial, o Diplectanum aequans, o que causou mortalidades 
aumentadas nos grupos alimentados sem suplementação de AA. Seguidamente, a dourada foi sujeita a 
hipoxia crónica (55% OD) durante 8 semanas, período durante o qual foi alimentada com uma ração 
(baseada no nível de saciedade dos peixes stressados) contendo 0, 10, 25 ou 50 mg AA/kg alimento. 
Durante esta experiências foi avaliado o crescimento dos peixes, foram procurados sintomas 
exteriores de deficiência em AA, bem como foram monitorizados os níveis de AA no fígado, rim e baço 
(apenas fígado e baço na I a experiência).Na experiência de hipoxia crónica também foi determinado o 
nível de hidroxiprolina da pele. Finalmente, a dourada foi sujeita a uma concentração subletal de amónia 
(1.48 mg UIA-N/I), depois de 5 meses de crescimento com alimentos contendo 0, 10, 25 ou 50 mg 
AA/kg. Esta última experiência durou 4 dias, tendo os peixes estado em jejum durante este período, 
bem como nas 24h anteriores ao seu início. 
As experiências efectuadas no âmbito deste trabalho mostraram que: 
- A ausência de suplementação do alimento em AA não produziu diferenças nos parâmetros de 
crescimento nem sintomas de deficiência na dourada, mesmo após 5 meses de crescimento., excepto 
quando na presença do parasita Diplectanum aequans. 
- A ausência de AA no alimento diminuiu a capacidade de resistência da dourada ao parasita Diplectanum 
aequans, o que se traduziu num aumento significativo da mortalidade. 
- A suplementação do alimento com 10 mg AA/kg alimento é suficiente para o crescimento máximo da 
dourada. 
- 0 stress de hipoxia agudo, intermitente ou crónico não produziu alterações no crescimento nem do 
teor em AA no fígado, rim e baço da dourada. 
- 0 stress de hipoxia intermitente não aumentou a susceptibilidade da dourada ao parasita Diplectanum 
aequans. 
- A exposição da dourada a concentrações subletais de amónia provocou um aumento do nível de AA no 
fígado rim e baço. 
A comparação destes resultados com os da bibliografia conduziu às seguintes conclusões: 
- Os requisitos de AA dos peixes diminuem com o aumento do tamanho dos peixes. 
- 0 AA não aumenta a resistência dos peixes a todos os factores de stress. 
- 0 AA só parece aumentar a resistência àqueles factores de stress que provocam alterações 
fisiológicas que aumentem a utilização desta vitamina por parte dos peixes. Um exemplo são os 
poluentes. 
SUMMARY 
Commercial aquaculture implies the application of several stressors to the cultivated animals, 
such as handling, crowding, disease treatments and water quality changes. These stressors are 
responsible for important economical losses in fish farming and, since they cannot be avoided, the 
increase of fish resistance to stressors is a major field of research. 
Ascorbic acid, which is a vitamin for most fish species, has been widely study as having the 
ability to increase fish resistance to stress. However, results are contradictor and no definite 
conclusions can de withdrawn. The present study is a further step on the clarification of the AA role on 
fish resistance to stress. For this porpoise it was chosen environmental stress, since is the kind of 
stress where it is more difficult to find a link between AA and resistance to stress. Hypoxia and 
ammonia are 2 of the most common stressors in aquaculture and an increased resistance to them would 
be very welcome by fish farmers. For the experiments seabream {Sparus aurata) was chosen as a 
model, because it is one of the most important cultured species in Portugal. 
Seabream was subjected primarily to acute hypoxia (1.2 mg OD/I; 24 h) after 12 weeks of 
feed with a diet containing 0, 25, 50, 100 or 200 mg AA/kg. In the following experiment, fish were 
subjected to a weekly hypoxia (25% OD) for 13 weeks, while fed different amounts of AA (0, 50 or 
100 mg/kg diet). During this experiment fish were infected with a gill parasite, Diplectanum aequans, 
which caused increased mortality in the fish fed the unsupplemented diet. Subsequently, seabream was 
subjected to chronic hypoxia (55% OD) for 8 weeks, at the same time they were fed a ration (based on 
the stressed fish satiation) with 0, 10., 25, or 50 mg AA/kg diet. In all experiments fish growth was 
evaluated and it was searched for AA deficiency symptoms. Liver, kidney and spleen AA status was 
monitored as well (liver and spleen only in the 1st experiment). In the chronic hypoxia experiment, 
skin hidroxiproline status was also determined. Finally, seabream were submitted to sublethal ammonia 
concentration (1.48 mg UIA-N/I), after 5 months of feeding with the experimental diets (0, 10, 25 or 
50 mg AA/KG). The ammonia challenge lasted for 4 days and fish were starved 24h prior to it and 
throughout the challenge. 
The experiments made in this study have shown that : 
- Lack of dietary AA supplementation did not significantly changed seabream growth nor led to the 
development of deficiency symptoms, even after 5 months of growth, except when the parasite 
Diplectanum aequans was present. 
- Lack of dietary AA supplementation decrease the seabream resistance to the presence of the parasite 
Diplectanum aequans. 
- 10 mg AA/kg diet was sufficient to allow seabream's maximum growth and prevent the onset of 
scurvy. 
- Acute, intermittent or chronic hypoxic stress did not altered seabream's growth nor the l iver , 
kidney and spleen AA content. 
- Intermittent hypoxia did not increase susceptibility of the seabream to the parasite Diplectanum 
aequans. 
- Exposure to sublethal level of ammonia increased AA concentration in the liver, kidney and spleen of 
the seabream. 
In conclusion, ascorbic acid appears to increase resistance only to some stressors. These 
stressors are those that increase AA utilisation, such as pollutants and increased temperature, among 
others. 
RESUME 
L'aquaculture commerciale implique l'application de plusieurs facteurs de stress aux animaux 
cultivés, tels que la manipulation, la densité élevé, les traitements des maladies et les changements de 
la qualité de l'eau. Ces facteurs de stress sont responsables par des pertes économiques importantes 
dans la pisciculture et, puisqu'elles ne peuvent pas être évitées, l'augmentation de la résistance de 
poissons aux facteurs de stress est un thème de recherche importante. 
L'acide ascorbique, qui est une vitamine pour la plupart des espèces de poissons, a été 
largement étudié en tant qu'ayant la capacité d'augmenter la résistance de poissons au stress. 
Cependant, les résultats sont contradictoires et les conclusions sont pas claires. Le présente étude est 
une autre étape sur la clarification du rôle de le AA sur la résistance des poissons au stress. Pour ce 
but était choisi le stress de I'environment, depuis est le genre de stress où il plus difficile de t rouver 
un lien entre le AA et la résistance au stress. L'hypoxie et l'ammoniaque sont 2 des plus commun 
facteur de stress en aquaculture et une augmentation de la résistance à ces facteurs serait t rès 
bienvenu par des aquaculteures. Pour cette étude la daurade (Sparus aurata) a été choisi comme 
modèle, parce que est une des espèces de culture plus importantes au Portugal. 
La daurade a été soumis en première à l'hypoxie aiguë (1,2 mg OD/I; 24 h) après 12 semaines 
d'alimentation avec un régime contenant 0, 25, 50, 100 ou 200 mg AA/kg. Dans l'expérience suivante, 
des poissons ont été soumis à une hypoxie intermittent (25% OD) pendant 13 semaines, alors qu'i l ls 
étés nourris avec différentes quantités de AA (0, 50 ou 100 mg AA/kg). Pendant cette expérience les 
poissons ont été infectés avec un parasite branchial, le Diplectanum aequans, qui a provoqué 
láugmentation de la mortalité dans les poissons nourris avec le régime sans suplementation de AA. 
Ultérieurement, la daurade a été soumis a l'hypoxie chronique (55% OD) pendant 8 semaines, en même 
temps ils ont été alimentés avec une ration (basée sur le niveaux de satiation des poissons stressés) 
avec 0, 1 0., 25, ou 50 mg A A / k g . Dans toutes les expériences la croissance des poissons a été évaluée 
et les symptômes carence en AA ont été recherchés; aussi bien que la teneur en AA du foie, du rein et 
de la rate ont été surveillé (foie et rate seulement dans la 1ère expérience). Dans l'expérience 
d'hypoxie chronique, la teneur en hidroxiproline dela peau a été également déterminé. En conclusion, la 
daurade a été soumis à la concentration sous-léthale de ammoniaque (1,48 mg UIA-N/I), après 5 mois 
d'alimentation avec les régimes expérimentaux (0, 10, 25 ou 50 mg AA/kg). Le défi d'ammoniaque a 
duré pendant 4 jours et les poissons étaient soumis a jeaune pendant 24h avant le défi. 
Les expériences faites dans cette étude ont montré cela: 
- Le manque de supplementation diététique de AA n'a pas sensiblement changée la croissance de la 
daurade, ni mené au développement des symptômes de carence, même après 5 mois de croissance, 
excepte quand le parasite Diplectanum aequans était présent. 
- Le manque de supplementation de l'aliment en AA a diminué la résistance de la daurade à la présence 
du parasite Diplectanum aequans. 
- 10 mg AA/kg était suffisant pour permettre la croissance maximal de la daurade et pour empêcher le 
début du scorbut. 
- Le stress hypoxique aigu, intermittent ou chronique n'ont pas modifié la croissance ni le contenu de 
AA du foie, du rein ou de la rate. 
- L'hypoxie intermittente n'a pas augmenté la susceptibilité de la daurade au parasite Diplectanum 
aequans. 
- L'exposition au niveau sous-léthal de l'ammoniaque a augmenté la concentration de AA dans le foie, le 
rein et la rate de la daurade. 
En conclusion, l'acide ascorbique semble augmenter la résistance seulement à quelques facteurs 
de stress. Ces facteurs de stress sont ceux qui augmehtent l'utilisation de AA, telle que des polluants 
et la température accrue, d'entre autres. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
1.1. INTRODUÇÃO 
O ácido ascórbico (AA) parece ser um componente de presença constante em todos os 
organismos vivos, indicando que este nutriente tem um papel importante no metabolismo. Nos 
vertebrados, o ácido ascórbico encontra-se presente em todos os tecidos, dependendo a sua 
concentração da espécie e do tecido em causa. As funções metabólicas desta vitamina têm sido 
profusamente estudadas nos mamíferos, tendo sido demonstrada a sua essencialidade para a 
normal formação de colagénio, o seu envolvimento no metabolismo do colesterol, na função dos 
granulócitos, na resistência ao stress, na absorção de sais minerais, na síntese das 
catecolaminas e o seu envolvimento em alguns mecanismos de desintoxicação (Thomas, 1984). 
No caso específico dos peixes, as funções metabólicas desta vitamina não têm sido tão 
profundamente estudadas. No entanto, alguns dos seus papeis foram já elucidados, tais comooseu 
papel na biossíntese do colagénio (Halver et ai., 1975), o seu envolvimento na absorção de 
minerais e a sua interacção com pesticidas e metais pesados (provavelmente actuando como 
adjuvante dos mecanismos de desintoxicação), o seu envolvimento na vitelogénese e 
embriogénese(Carragher et ai., 1990; Masumoto et ai., 1991), na síntese de catecolaminas e 
na prevenção da peroxidação dos lípidos nos tecidos animais. Quando alimentados com dietas 
deficientes em ácido ascórbico, os peixes desenvolvem sintomas de deficiência (escorbuto), os 
quais incluem lordose, escoliose, paralisia dos músculos dos segmentos do tronco, distorção da 
cartilagem de suporte, hiperplasia do tecido branquial, desaceleração dos processos efe 
cicatrização, redução do crescimento, aumento da actividade das HDL ( I ipoproteínas de alta 
densidade) plasmáticas e diminuição do conteúdo em hemoglobina (Akand et ai., 1987; Halver, 
et ai., 1975; Sato et ai., 1978). 
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Presentemente, um dos campos de investigação que se encontra em franca expansão, em 
termos do papel das vitaminas em nutrição de peixes, é a relação entre a ingestão de certas 
vitaminas e a resistência a factores de stress e a doenças, factores estes de importância vital em 
situação de cultura. Operações de maneio em aquacultura tais como manipulação, aplicação efe 
tratamentos profilácticos e terapêuticos, transporte, calibragem, confinação são stressantes 
para os peixes (Donaldson, 1981; Barton étal., 1991; Sandnes, 1991) e estão muitas vezes 
associados com o aumento da susceptibilidade a doenças, bem como a uma redução da capacidade 
de manter a homeostasia interna e de resistir a factores de stress adicionais (Wedemeyer & 
McLeay, 1981; Robertson et al., 1987). Estudos efectuados até ao presente parecem indicar a 
existência de uma relação entre stress e o metabolismo do ácido ascórbico, incluindo um 
aumento de resistência a doenças e da eficácia do sistema imunitário (Hardie et al., 1991; 
Navarre étal., 1989), protecção em casos de exposição a substâncias poluentes (Agrawal et al., 
1978) e resistência a situações de hipoxia (Ishibashi et ai., 1992a; Ishibashi et ai., 1992b). 
No entanto, esta relação ainda não é clara e os resultados são contraditórios. 
Actualmente, a dourada ( Sparus aurata) e o robalo ( Dicentrarchus labrax) são espécies 
que, devido à sua cada vez maior procura e rapidez de crescimento em condições de cultura, têm 
ganho importância económica na aquacultura europeia, na qual Portugal se integra. Desta feita, é 
premente a realização de extensivos estudos de fisiologia e nutrição, por forma a permitir que 
os problemas criados pela situação de cultura possam ser ultrapassados, melhorando a 
eficiência da produção e, ao mesmo tempo, melhorar a qualidade do peixe produzido. 
0 objectivo deste estudo foi a determinação da existência de uma relação entre o consumo 
quantitativo de vitamina C e a resistência a factores de stress existentes em condições efe 
aquacultura em dourada. Para tal, foi observado o efeito do stress sobre as reservas de AA efe 
órgãos alvo, bem como o seu efeito sobre o crescimento. A variação da intensidade e tempo efe 
exposição a um mesmo factor de stress foi a linha seguida, dado que qualquer alteração destes 
parâmetros poderia resultar em níveis diferentes de utilização doAA 
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1.2.1. DEFINIÇÃO DE VITAMINA 
As vitaminas são um grupo heterogéneo de substâncias. Ao contrário de outros 
nutrientes, as vitaminas não têm funções estruturais nem fornecem energia em quantidade 
significativa. A sua utilidade é muito específica, pelo que são necessárias em pequenas 
quantidades na dieta. 
Apesar de possuírem características comuns, que as agrupam no mesmo grupo efe 
nutrientes, as vitaminas têm pouco em comum entre si do ponto de vista químico e da sua 
funcionalidade metabólica. Algumas vitaminas têm funções comoco-factores enzimáticos, outras 
agem como antioxidantes biológicos, outras ainda têm funções como co-factores das reacções 
metabólicas de oxidação-redução, algumas funcionam como hormonas e uma actua como co-
factor defotorrecepção na função visual. 
Por forma a definir deuma forma clara oqueé uma v i tamina, Combs (1998) descreve 
as suas características comuns: 
- é um compostoorgânico distinto doslípidos, hidratos de carbono e proteínas; 
- é um componente natural dos alimentos, nos quais estão geralmente presentes em 
pequeníssimas quantidades; 
- é essencial, embora em quantidades diminutas, para o metabolismo normal (i.e., manutenção, 
crescimento, desenvolvimento e/ou reprodução); 
- a sua ausência ou subutilização causa um síndroma específico de deficiência; 
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- não é sintetizada pelo organismo em quantidades adequadas para cobrir as necessidades 
fisiológicas normais. 
Um total de 13 grupos de substâncias são actualmente classificadas como vitaminas. 
Como a Tabela 1.1 indica, o nome comum de algumas vitaminas é, na realidade, uma descrição 
genérica de uma família de compostos que possuem uma actividade metabólica qualitativamente 
comparáveis. As substâncias que possuem a mesma actividade vitamínica são designados por 
v i támeros (origem anglo-saxónica) ou por compostosdeacção vitamínica (Gouillou-Coustans 
et ai., 1999). Para além destes, há ainda substâncias que, após serem metabolizadas no 
organismo, produzem uma forma activa de acção vitamínica. Tal precursor designa-se por 
p ró -v i tam ina . Exemplos depró-vitaminassão alguns carotenoides, precursores da vitamina 
Tabela 1 . 1 . As vitaminas. (Adaptado de Combs, 1998 e Gouillou-Coustans & Guillaume, 
1999) . 
Vitamina v i támeros P r ó -
v i taminas 
Funções metabólicas 
A Retinol p-caroteno Pigmentos visuais 
Retinal Criptoxantina Diferenciação das células epiteliais 
Ácido retinoico Pró-hormona 
Palmitato ou acetato efe 
re t in i l * 
D Colecalciferol (D3) Homeostasia do cálcio 
Ergocalciferol (D2) Metabolismo ósseo 
Pró-hormona 
E a-Tocoferol 
Y-Tocoferol 
Acetatodea-Tocoferol* 
Antioxidante membranar 
K Filoquinonas ( K l ) Coagulação sanguínea 
Menaquinonas (K2) Metabolismo docálcio 
Menadiona ( K 3 ) * 
BI Tiamina Co-enzima para a descarboxilação 
Cloridrato de tiamina* dos ácidos 2-ceto (ex. piruvato) e 
transcetolocações 
B2 Riboflavina Co-enzima nas reacções redox dos 
ácidos gordos e do ciclo doTCA 
Niacina Ácido nicotí nico Co-enzimas de diversas 
(PP) Nicotinamida desidrogenases 
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Ácido Ácido pantoténico Co-enzima no metabolismo dos 
Pantoténico 
(B5) 
Pantotenatodecálcio* ácidos gordos 
Piridoxina Piridoxol Co-enzima no metabolismo dos 
(B6) Piridoxal 
Piridoxamina 
Cloridrato de piridoxina* 
aminoácidos 
Biotina Biotina Co-enzima para as carboxilações 
(B8) 
Acido Fólico Ácido fólico Co-enzima no metabolismo das 
(B9) Poliglutamatos unidades Cl 
B12 Cobalaminas Co-enzima no metabolismo cb 
propionato, dos aminoácidos e das 
unidades Cl 
Acido Ácido ascórbico Redutores nas hidroxi lações 
Ascórbico Ácido desidroascórbico do metabolismo do colagéneo e 
( C ) Fosfato de a s c o r b i l * carnitina e no metabolismo 
das drogas e esteróides 
* Vitámero de síntese. 
1.2.2. CLASSIFICAÇÃO DAS VITAMINAS 
As vitaminas são frequentemente descritas de acordo com a sua solubilidade. Deste modo, 
elas são em geral classificadas em dois grupos: as vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) e 
hidrossolúveis (complexo B, niacina e vitamina C). As vitaminas hidrossolúveis tendem a 
possuir 1 ou mais grupos polares ou ionizáveis (carboxil, ceto, hidroxil, amino ou fosfato), 
enquanto as lipossolúveis têm características predominantemente aromáticas ou alifáticas 
(Combs, 1 998). As vitaminas lipossolúveis são absorvidas no intestino conjuntamente com os 
lípidos alimentares, pelo que a existência de condições favoráveis à absorção de lípidos afecta 
positivamente a absorção destasvitaminas. Quandoa sua ingestão supera a sua necessidade, estas 
são armazenadas pelo organismo, pelo que há a possibilidade da sua acumulação excessiva nos 
tecidos, o que produz toxicidade (hipervitaminose) (NRC, 1993). As vitaminas hidrossolúveis, 
por seu lado, não são armazenadas em tão grande quantidade pelo organismo, sendo o seu excesso 
excretado através da urina. A absorção de pelo menos 3 das vitaminas hidrossolúveis (Vitamina 
C, riboflavina e vitamina B6) parece ser regulada, em parte, pela concentração fornecida pela 
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alimentação, num mecanismo de "feedback", questionando-se, desta forma, a utilização ds 
mega-doses destas vitaminas, j á que tais concentrações podem antagonizar a sua absorção 
(Combs, 1998). 
1.2.3. BIODISPONIBILIDADE 
Dado que as vitaminas contidas nos alimentos não são completamente utilizadas pelo 
organismo, a quantificação do teor bruto em vitaminas dos alimentos é insuficiente para 
compreender o valor nutricional real dessas fontes vitamínicas. A taxa real e a extensão da 
absorção e utilização de uma vitamina aonível celular denomina-se biodisponibi l idade. Esta 
depende de vários factores: diferenças de biopotência; perdas por armazenamento e/ou 
processamento;efeito alimentares, dadoque a composição alimentar pode afectar a absorção efe 
algumas vitaminas; efeitos fisiológicos, comoa diminuição da função gastrointestinal no idoso; e 
oestadogeral de saúde, já que algumas doenças podem afectar a absorção e a utilização de certas 
vitaminas (Combs, 1998). 
1.2.4. DEFICIÊNCIA VITAMÍNICA 
Adeficiência v i tamín ica refere-se á condição de hipovitaminose, a qual conduz a 
manifestações clínicas típicas resultantes de perturbações bioquímicas induzidas pela ausência 
de quantidades suficientes de determinada vitamina. Os sinais clínicos de deficiência são o 
resultado de uma cadeia de eventos que se inicia com a diminuição da forma activa da vitamina ao 
nível celular etecidular. Assim, podem ser observados 4 estádios de deficiência vitamínica, os 
quais variam em severidade e nas suas manifestações: 
Estádio de depleção das reservas ao nível dos órgãos: É o estádio menos severo efe 
deficiência. Não existem alterações clínicas nem metabólicas, mas as enzimas podem estar 
menos saturadas com as suas co-enzimas do que o normal. As concentrações plasmáticas da 
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vitamina edosseus metabolitos podemser inferiores ao normal e a excreção urinária pode ser 
muito baixa. 
Estádio de deficiência metabólica: É um estádio ainda menos severo de deficiência. Não 
envolve lesões anatómicas ou funcionais visíveis, embora haja alterações bioquímicas ou 
metabólicas que não impedem, aparentemente, a capacidade metabólica normal 
Estádio de deficiência encoberta: Um baixo consumo da vitamina é, aparentemente, 
adequadopara satisfazer os requisitos, até algum tipo de stress revelar o perigoso estado das 
reservas corporais. 
Estádio severo de deficiência: Aparecem os sinais e sintomas clínicos de deficiência. A 
prevenção destes fornece um critério mínimo para a determinação dos requisitos (Bender, 
1992). 
Os sinais e sintomas clínicos de deficiência vitamínica nos peixes são apresentados a 
título informativo em anexo. 
1.2.5. REQUISITOS VITAMÍNICOS 
O requisito de um nut r ien te descreve a quantidade desse nutriente que satisfaz 
certos critérios, relacionados com a actividade metabólica desse nutriente ou com a sua função 
fisiológica geral. Deste modo, para determinar o requisito de uma vitamina é necessário definir 
primeiro o propósito para o qual se pretende determinar esse requisito e, só então, determinar 
a ingestão necessária para satisfazer esse propósito. Normalmente são utilizados como critérios 
de adequação os estádios de deficiência vitamínica referidos acima. 
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Para que a estimativa dos requisitos seja relevante, esta tem deser baseadaem respostas 
de importância fisiológica óbvia. Esta quantificação faz-se, em geral, com a ajuda de curvas 
dose-resposta. Para tal faz-se um estudo experimental no qual os indivíduos experimentais são 
alimentados com uma dieta base deficiente no nutriente em estudo, mas equilibrada no que 
respeita aos demais nutrientes, sendo o esta suplementada com quantidades conhecidas do 
nutriente em estudo. A resposta fisiológica escolhida para avaliar os efeitos individuais aos 
diferentes níveis de suplementação desse nutriente, depende da acção especifica desse nutriente 
no organismo, sendo utilizadas, por exemplo, respostas como o crescimento, a concentração 
desse nutriente em órgãos específicos e a actividade de determinadas reacções metabólicas 
dependentesdessenutriente. Acurva dose-resposta difere para um mesmo nutriente, em função 
da resposta escolhida como medida (Fig. 1.1). 
Ganho de Reserva do rim Nível sanguíneo— - — 
massa corporal (g) em AA (jig/g) em AA (iig/g) 
100 
50 
Ô 510 20 40 100 
Teor em AA no alimento 
F ig . 1 . 1 . Curvas dose-resposta obtidas para o ácido ascórbico na truta arco-íris indicando a 
discordância entre os critérios escolhidos (obtido através dos dados de Halver, 1972 por 
Gouillou-Coustans & Guillaume, 1 999) 
A resposta dos indivíduos, com as reservas de determinado nutriente esgotadas, à 
ingestão desse mesmo nutriente parece ser curvilínea (Fig. 1.2); no entanto, na maior parte 
dos estudos de determinação dos requisitos nutricionais tanto os modelos curvilíneos como os 
rectilíneos parecem ser adequados( Combs, 1998) 
10- 200" 
100-
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Fig. 1.2. Requisitos e "allowances" são determinados a partir de respostas fisiológicas 
significativas em relação ao nível de ingestão do nutriente (Combs, 1998). 
Os requisitos vitamínicos podem ser afectados por diversos factores, tais como a 
variação individual, crescimento, gravidez/produção de gâmetas, doenças, cirurgias, poluição e 
outras. Para a maior parte dos nutrientes, os requisitos individuais de uma dada população 
parecem ter uma distribuição normal. No caso das vitaminas pode-se assumir o mesmo modelo 
dedistribuição. 
1.2.6. INGESTÃO RECOMENDADA 
Os requisitos vitamínicos, dada a sua grande variação, têm pouca utilidade prática. Cs 
níveis de ingestão recomendados são mais úteis, uma vez que são calculados para cobrir 
as necessidades das populações. Os níveis de ingestão recomendados excedem o requisito médio 
estimado para a população numa quantidade referida como margem de segurança. Estes 
níveis são calculados estatisticamente a partir de estudos de determinação de requisitos. Tal 
como foi referido acima, os requisitos vitamínicos individuais seguem uma distribuição normal. 
Desta forma, sabe-se que 95% da população tem um requisito de uma determinada vitamina 
dentro do intervalo da média do requisito ± 2 vezes o desvio padrão. Assim uma ingestão do valor 
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médio do requisito mais 2 vezes o desvio padrão será suficiente para cobrir os requisitos dessa 
vitamina de97.5% dosindivíduos da população (Fig. 1.3). 
-2sd média 
Requisito observado Requisito observado 
Fig. 1.3. Distribuição dos requisitos de um nutriente e calculo do seu nível ingestão 
recomendado, (sd-desvio padrão). 
Os níveis de ingestão recomendados variam, tal como os requisitos, em função dos 
critérios de adequação utilizados. Nos humanos esta situação é mais clara, dada a existência de 3 
níveis de ingestão recomendados de vitaminas apresentadas por diferentes organismos. Podem-
se, assim encontrar os RDA (Recommended daily/dietary amount), publicado pelo "U. S. 
National Research Council"; os RDI (Recommended daily/dietary intake), estabelecidos pela 
FAO/WHO; e os R N I (Recommended nutrient intake), fornecidos pelo "Committee for the 
Revision of the Dietary Standard for Canada". Todas estas recomendações tendem a ser 
semelhantes, mas não são idênticas, pois são baseadasem critérios diferentes. No entanto, todos 
estes índices têm a mesma base estatística e são todos definidos como uma quantidade de vitamina 
adequadapara assegurar que os requisitos de todas as pessoas saudáveis são satisfeitos. 
0 "Committee on Animal Nutrition Board on Agriculture - National Research Council", 
um organismo Norte Americano, revê regularmente os estudos efectuados a nível de requisitos 
dos vários nutrientes em diversas espécies animais, compilando e analisando os resultados, 
produzindo assim Tabelas de recomendações. No que respeita aos peixes, têm sido feitos estudos 
por forma a calcular os seus requisitos e níveis de ingestão recomendados, tendo o organismo 
acima citado, editado uma publicação (NRC, 1993) com as recomendações para várias espécies 
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aquícolas. Em anexo encontra-se a Tabela com as recomendações vitamínicas sugeridas pelo 
(NRC, 1993). 
1.2.7. QUASIVITAMINAS 
Para além das 13 famílias decompostosjá classificadas como vitaminas, existem outras 
substâncias com função vitamínica duvidosa para os humanos e que são designadas como 
quasivitaminas. Estas são a colina, o mio-inositol, o acido p - aminobenzoico, os 
bioflavonóides, as ubiquinonas, o ácido lipóico, a carnitina e a pirroloquinolina quinona, No 
entanto, a col ina e o m i o - i n o s i t o l parecem enquadrar-se na definição de vitamina, no que 
refere aos peixes. 
Kitamura et ai. (1967a) descreveu sintomas de deficiência em truta arco-íris 
( Oncorhynchus mykiss) alimentada com um alimento deficiente em colina. Em Truta do lago 
Americana,Salvelinus namaycush (Ketola, 1976), na enguia japonesa, Anguilla japonica, (Arai 
et ai., 1972), na carpa comum, Cyprinus carpio (Ogino et ai., 1970),no peixe-gato, Ictalurus 
punctatus (Wilson & Poe, 1988) e no esturjão, Acipenser transmontanus {Hung, 1989) foram 
também descritos sintomas de deficiência em colina. 
No que respeita ao mio-inositol, sabe-se que existe nas membranas biológicas sob a 
forma de fosfatidilinositol. Segundo Mathews & van Holde (1990) o fosfatidilinositol está 
envolvido na transdução de sinal de diversos processos metabólicos. Tal como no caso da colina, 
também a insuficiência de mio-inositol na alimentação de várias espécies de peixes provoca 
sintomas de deficiência. Entre as espécies para as quais foi demonstrado o síndroma efe 
deficiência em mio-inositol contam-se a truta arco-íris (Kitamura et ai., 1967b); Pagrus 
major (Yone et ai., 1971); enguia Japonesa (Arai et ai., 1972); peixe-papagaio Japonês, 
Oplegnathus fasciatus, (Ikeda et ai., 1988); serióla, Seríola quinqueradiata, (Hosokawa, 
1989); e carpa comum (Aoe& Masuda, 1967). 
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1.3. A VITAMINA C 
1.3.1. HISTÓRIA 
O ácido ascórbico só foi isolado em 1928, apesar do escorbuto, a doença desenvolvida 
pelos indivíduos com carência de vitamina C, existir há milhares de anos. Os primeiros escritos 
sobre a doença datam de cerca doanode1500 A.C., sendo descrita em 450 A. C. por Aristóteles 
como um síndroma caracterizado pela falta de energia, inflamação das gengivas, perda dos 
dentes, e problemas hemorrágicos. No séc. XVIII uma grande percentagem dos marinheiros 
morria de escorbuto, até que, em 1747, James Lind efectuou uma experiência humana com 
indivíduos afectadospelo escorbuto e descobriu que o sumo de I i mão e laranja era o tratamento 
mais eficaz para esta doença. Alguns anos mais tarde, os marinheiros passaram a consumir sumo 
de I i mão ou lima para evitarem o desenvolvimento do escorbuto, tendo-se assistido a uma 
diminuição drástica do número de casos. 
No início deste século fizeram-se as primeiras tentativas de estudo do escorbuto em 
animais de experiência, nomeadamente com o porquinho-da-índia, por Bolle em 1903, 
Bartenstein em 1905 e Holst e F rõlich em 1907 e 1912 (Chick, 1 975). O ácido ascórbico foi 
isolado a partir da couve, sumo de I i mão e glândulas adrenais em 1928 por Szent-Gyõrgy, sendo 
identificado como o factor anti-escorbútico no mesmo ano por Waugh e King. Já em 1933, 
Haworth e colegas estabeleceram a sua estrutura e nesse mesmo ano, Haworth em Birmingham e 
Reichstein na Suíça conseguiram sintetizar esta vitamina (Bender, 1992). 
1.3.2. ESTRUTURA E PROPRIEDADES FISICO-QUÍMICAS 
Vitamina C é o descritor genérico para todosos compostos que exibem qualitativamente a 
actividade biológica do ácido ascórbico. Este último éonomecomumdocomposto2,3-didehidro-
L-treo-hexano-1,4-lactona, anteriormente designado por ácido hexurónico. 0 ácido L-
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ascórbico tem 3 isómeros: o ácido D-ascórbico, o ácido L-isoascórbico eo ácido D-isoascórbico, 
que possuem actividade vitamínica deO a 5% da actividade do ácido L-ascórbico. O AA pode ser 
oxidado transformando-se em ácido desidroascórbico (ADA), passando por uma fase de radical 
livre, o ácido monodesidroascórbico (ou semidesidroascórbico), possuindo ambos actividade 
vitamínica, pelo que são vitámeros de vitamina C (Fig. 1.4). Estas 3 formas de vitamina C 
formam um sistema redox reversível, j á que são interconvertíveis. 
C6HA (PM = 176.1) 
<f \> 
Ácido ascórbico Radical ascorbil (ácido semidesidroascórbico) Ácido desidroascórbico 
Fig. 1.4. Fórmula bruta eestrutura química dos vitámeros da vitamina C. 
Na presença de oxigénio, em condições alcalinas ou na presença de i ões de metais pesados, 
o ADAé instável e sofre oxidação formando-se o ácido 2,3-dioxo-L-gulonico, o qual não tem 
actividade biológica. 
1.3.3. EVOLUÇÃO E CAPACIDADE DE BIOSSÍNTESE 
Apenas alguns animais são incapazes de sintetizar AA, nomeadamenteo Homem, os outros 
primatas, o cobaio, os mamíferos voadores, algumas espécies altamente evoluídas de pássaros, a 
maior parte dos peixes, os invertebrados e os insectos (Chatterjee, 1978; Chatterjee et ai., 
1975). Para estesanimais, as suas necessidades de AA têm de ser colmatadas pela sua ingestão 
na alimentação, pelo que para estes o AAé uma vitamina. 
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PÁSSAROS 
(ORDENS SUPERIORES) 
PÁSSAROS 
(ORDENS INFERIORES) 
Fig. 1.5. Evolução da capacidade biossintética do AA de vária espécies de animais em relação à 
sua filogenia (Chatterjee, 1973). 
Tal comose podeobservar na Fig. 1.5, Chatterjee (1973) sugere que a biossíntese do M 
se iniciou no rim dos anfíbios, manteve-se no mesmo órgão dos répteis e dos pássaros das 
ordens inferiores e passou para o fígado dos mamíferos, acabando por desaparecer nos primatas 
e algumas outras espécies de mamíferos j á referidas. O mesmo autor (Chatterjee, 1978) sugere 
que a emergência da capacidade de biossíntese de AA nos anfíbios poderá ter a ver com um 
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aumento dos requisitos de AA devido à evolução dos vertebrados do meio aquático para o meio 
terrestre, j á que esta transição envolveu a sujeição dos indivíduos a factores de stress. 
Via das 
pentoses 
fosfato 
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I 
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Ácido 
L-Ascórbico 
Ch^OPO^ 
D-Xilulose-5-P D-Xilulose Xilitol L-Xilulose 
Fig. 1.6. Biossíntese do ácido ascórbico, nos animais, a partir da glucose, através da via cb 
ácido glucorónico (Burns, 1960 em: Chatterjee, 1 978). 
A incapacidade de sintetizar AAdos pássaros superiores e de alguns mamíferos é devida á 
ausência da enzima L-gulonolactona oxidase (GLO), que catalisa o passo terminal da conversão 
da glucose em AA. Nestas espécies o ácido gulónico é reduzido e descarboxilado directamente 
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formando xilulose (Fig. 1.6). A ausência desta enzima chave parece dever-se à falta efe 
expressão doseu gene codificador (Sato etal., 1976; Sato& Undenfriend, 1 978). 
No caso específico dos peixes, os resultados divergem em função da espécie. Vários 
autores investigaram a capacidade de biossíntese de AA em diversas espécies de peixes, tendo 
encontrado uma diversidade de resultados (Dabrowski, 1994; Krasnov etal., 1998; Mseland et 
ai., 1998; Moreau etal., 1998; Moreau etal., 1996; Soliman etal., 1985; Thomas et ai., 
1985; Touhata et ai., 1995; Wilson, 1973; Yamamoto et ai., 1978), os quais se encontram 
sumarizados em anexo. Os diversos trabalhos mostram que existem espécies capazes efe 
sintetizar AAem quantidade suficiente para satisfazer os seus requisitos, outras possuem apenas 
uma capacidade limitada desintetizar AA, dependendoparcialmente do fornecimento alimentar, e 
outras ainda parecem ser completamente incapazes de sintetizar este composto, dependendo 
totalmente da ingestão alimentar. Mais ainda, nos peixes capazes de sintetizar AA, a actividade 
biossintética existe no rim e/ou fígado , dependendo da espécie, facto que contraria a teoria da 
emergência da síntese deAAno rim. Moreau & Dabrowski, 1998 sugerem que os ancestrais dos 
vertebrados actuais não possuíam predisposição para o escorbuto e que a perda da actividade da 
GLOse deu subsequentemente em vários momentos da filogenia dos vertebrados (Fig. 1.7), o que 
contraria asteorias deChatterjee (Chatterjee, 1973; Chatterjee, 1978). No trabalho referido, 
os autores demonstraram a existência de actividade da GLO na lampreia marinha, Petromyzon 
marinus, na fracção microsomal do rim. Krasnov etal. (1998) forneceram maior suporte a 
esta hipótese ao demonstrarem que o rim e o fígado da truta arco-íris (que os mesmos autores 
efemostraram não possuírem actividade de GLO) eram capazes de converter o ácido L -
glucurónico emAAquandoumafonteexógenadeGLOera adicionada, o que leva a supor, como os 
próprios autores descrevem, que nos peixes incapazes desintetizar AApossuem todasas enzimas 
para a sua síntese, excepto a GLO. 
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Superclasse Classe Subclasse Ordem 
Gnathostomata -
Agnàtha 
Actinopterygii 
Sarcopterygii 
Ghondrichthyes 
Neopterygii 
Chondrostei 
Dipnoi 
— COelacarithimòrpha • 
Elasmobranehii 
Holocephali 
Cephalaspidomorphi 
- Myxini 
Ordens dos 
Teleostei (+/-) 
- Amiiformes (+) 
1—Semionotiforme (-) 
— Acipenseriformes (+) 
— Polypteriformes (-) 
:— Lepidosireniformes (+) 
— Ceratodontiformes (+) 
— Coelacanthiformes 
Ordens dos 
Euselachii (+) 
Chimaeriformes 
Petromyzontiformes (+) 
Myxiformes 
Fig. 1.7. Hierarquia dos peixes actuais. 0 símbolo + significa a existência de pelo menos 1 
espécie de uma dadaordem com capacidade de biossíntese de AA de novo devido à presença de GLO. 
O símbolo - denota a incapacidade de biossíntese de AA como resultado da perda de actividade 
enzimática (Moreau & Dabrowski, 1 998). 
1.3.4. ABSORÇÃO, TRANSPORTE E ABSORÇÃO CELULAR 
As espécies incapazes de sintetizar AA absorvem este composto no intestino através de um 
mecanismo saturável de transporte activo dependente de um transportador, o Na+, o qual é 
inibido pelo ácido acetilsalicílico. o ADA, por seu lado, parece ser absorvido através de um 
mecanismo diferente, sendo depois reduzido a ascorbato pela enzima ácido desidroascórbico 
redutase. Estes mecanismos de absorção de vitamina C parecem ser muito importantes quando 
são ingeridas pequenas doses desta vitamina. No entanto, quando são ingeridas doses elevadas efe 
Vitamina C, esta parece ser igualmente absorvida por transporte passivo através da mucosa 
intestinal. No caso das espécies capazes de biossintetisar AAa absorção desta vitamina é feita 
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exclusivamente por transporte passivo. É de salientar, no entanto, que a eficiência de absorção 
da vitamina C diminui com o aumento da ingestão desta. Assim, e no caso dos humanos, para doses 
de vitamina Cate 100 mg/dia são absorvidos 80-95%, para doses de 1.5 g/dia cerca de 50%, 
apenas25% para dosesde6 g/dia e16g para dosesde12 g/dia (Rivers, 1987). 
A vitamina C é transportada no plasma principalmente sob a forma de AA, sendo o ADA 
apenas cerca de 5%. Ambas as formas circulam quer livres em solução, quer ligadas à albumina. 
A absorção celular do AA e do ADA é efectuada utilizando mecanismos diferentes. O AA é 
transportado activamente para o interior das células através de um transportador dependentecfe 
Na+e de energia, enquanto o ADA é transportado através de vários transportadores dependentes 
de glucose. 
Na maior parte dos tecidos o AA é a forma preferida para a absorção de vitamina C a 
partir do plasma, mas para os e ritrócitos e leucócitos o ADAé forma preferida. OADAé reduzido 
aAAnoseritrócitos por uma ADAredutasedependentedaglutationa, enquantonos leucócitos esta 
redução é NADPH-dependente (Hornig, 1975; Stankova etal., 1975) 
1.3.5. DISTRIBUIÇÃO NOS TECIDOS 
A vitamina C concentra-se em muitos órgãos vitais com metabolismo activo, bem como 
nas células sanguíneas, entre as quais se destacamos leucócitos mononucleares (Tabela 1.2). 
Um dos órgão com maior concentração de vitamina C são as glândulas adrenais e, nestas, a 
vitamina C é rapidamente esgotadapor diversas formas destress (Levine & Morita, 1 985). 
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Tabela 1.2. Concentração deAAem tecidos humanos (Hornig, 1975; Evans etal., 1982). 
Tecido Ácido Ascórbico 
(mg/kg tecido) 
Plasma 
Músculo esquelético 
Rim 
Coração 
Cérebro 
Pulmões 
Timo 
Fígado 
Pâncreas 
Cristalino (olho) 
Adrenais 
Pituitária 
Eritrócitos 
Plaquetas 
Granulócitos 
Leucócitos mononucleados 
4 -10 
30-40 
50-1 50 
50-150 
30-150 
70 
100-150 
100-150 
100-150 
250-310 
300-400 
400-500 
pmol/106 células 
3.9 
30 
530 
1370 
A Fig. 1.8 mostra um exemplo da distribuição da vitamina C nos peixes, neste caso 
específico trata-se da truta arco-íris. Nos peixes, a concentração desta vitamina nos órgãos 
depende da quantidade ingerida na alimentação (Al-Amoudi etal., 1992; Dabrowski etal., 
1996a; Li etal., 1993; Li etal., 1998; Sandneseta/., 1992; Sandnes et ai., 1991; Thompson 
etal., 1993). Abibliografia existente sobre a distribuição deAAnos tecidos de peixes é escassa 
e não permite tirar conclusões definitivas. No entanto, parecem existir diferenças entre 
espécies no que respeita á distribuição desta vitamina nos diferentes órgãos. Nos salmonídeos o 
cérebro parece ser um dosórgãos com maior concentração de AA, seguido pelo rim e pelo fígado 
(Dabrowski etal., 1990; Hilton etal., 1979a; Gabaudan& Verlhac, 1992). Em robalo Alexis 
etal. (1990) observou uma distribuição deAAnos tecidos similar à observada nos salmonídeos. 
Já nos ciprinídieos esta relação não é a mesma. Agrawal etal. (1 980) estudaram a distribuição 
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doAAem diversos tecidos de 4 espécies de carpa de importância comercial (Labeorohita, Labeo 
calbasu, Cirrhina mrigala e Catla catla) e mostrou que os níveis de AA era mais elevados no 
baço, seguido pelo rim anterior, gónadas, fígado, rim posterior, cérebro e/ou olho e sangue. 
Estas diferenças na distribuição do AA pelos tecidos dos peixes podem ser devidas ao tipo efe 
alimentação das diferentes espécies bem como à sua capacidade de biossíntese, daí as diferenças 
encontradas entre as espécies carnívoras (salmonídeos e robalo) e as espécies herbívoras 
(ciprinídeos). 
in 
Fig. 1.8. Concentração de AA em vários tecidos de Truta arco-íris (Gabaudan & Verlhac, 
1992). 
1.3.6. FUNÇÕES METABÓLICAS 
A vitamina C tem múltiplas funções no organismo tais como actuar como co-factor em 
diversas reacções enzimáticas e proteger as células contra a acção de radicais livres. A dupla AA 
- ADAapresenta propriedades deoxi-redução que permitem a transferência dei ou 2 electrões. 
Todas as funções da vitamina C parecem envolver directamente estas propriedades deoxidação-
redução. 
O AA pode actuar como um antioxidante devido à sua capacidade de reagir com radicais 
livres, sofrendo uma oxidação mono-electrónica e produzindo assim um intermediário pouco 
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reactivo, o radical ascorbil, que se transforma em AAe ADA. Desta forma, o AA pode reagir com 
as espécies tóxicas e reactivas de oxigénio, comoo anião superóxido (02~) e o radical hidroxil 
(OH). Estes radicais livres são inevitavelmente produzidos durante a produção aeróbia 
(dependente do Q) de energia. Dada a sua grande reactividade, os radicais livres de oxigénio 
provocam graves danos celulares, pelo que a acção antioxidante do AAé essencial como meio efe 
defesacelular contra a acção destrutiva destes radicais. 
Uma das funções mais importantes doAAcomoantioxidante parece ser a sua capacidade 
de "poupar" a vitamina E (a-Tocoferol). O a-Tocoferol actua predominantemente como um 
antioxidante, sendo responsável por parar reacções em cadeia de radicais livres resultantes da 
oxidação de ácidos gordos poli-insaturados, formando o radical a-Tocoferoxil. Estudos in vitro 
com modelos de sistemas membranares sugerem que o AAe, em menor grau, a glutationa, podem 
regenerar o a-Tocoferol. Halpner et ai. (1998) demonstraram, utilizando culturas de 
hepatócitos de rato, que o AA tinha a capacidade de proteger as célula da perda de vitamina E por 
oxidação. Também em ratos, mas in vivo, Tanakaeta/. (1997) evidenciaram o provável efeito 
"poupador" (sparing) de vitamina E do AA. Para tal usaram uma estirpe de ratos com 
deficiência de biossíntese de AA. Observaram, então, que os indivíduos sem suplementação de M 
apresentavam uma menor concentração de vitamina E em diversos tecido, quando comparados 
com os alimentados com suplemento deAA. Em salmão Atlântico Hamre et ai. (1 997) puseram 
em evidência a existência de uma interacção significativa , in vivo, entre as vitaminas C e E , 
aparentemente resultante de 2 mecanismos: um efeito sinergético de protecção simultânea da 
fase aquosa e lipídica contra a oxidação e a regeneração da vitamina E a partir do radical 
tocoferoxil por parte da vitamina C. 
A eficácia antioxidante do AA é maior para concentrações baixas da vitamina. Nestas 
condições, a reacção predominante é entre o AA e um radical peroxil para produzir 
hidroperóxido e radical ascorbil, reduzindo este último um segundo radical peroxil produzindo 
ADA, a forma oxidada do AA. O balanço final da reacção é, nestas condições, a redução de 2 moles 
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de radicais peroxil por mol de AA consumida. No entanto, conforme a concentração de M 
aumenta, o quociente molar da reacção diminui, devido a uma outra reacção, entre o AA e 
oxigénio molecular (02), se tornar significativa. Nesta reacção é produzido ADA e anião 
superóxido, o qual pode reagir com o AA, produzindo o radical ascorbil. Pensa-se que, a 
concentrações elevadas de vitamina C, esta sequência de 2 reacções podem desenvolver-se num 
processo de autoxidação em cadeia, o qual consome AAdesperdiçando, desta forma, a vitamina. 
Na presença de iões metálicos oxidados, como o Fe3+ e o Cu2+, o AA em concentração 
elevada pode ter um efeito pró-oxidante. Nestas condições o AA doa 1 electrão aos iões 
metálicos, os quais passam a puder reagir com o Q>, originando radicais livres de oxigénio, os 
quais podem danificar os ácidos nucleicos, as proteínas e os ácidos gordos poli-insaturados. 
O AA funciona como co-substrato para, pelo menos, 8 enzimas: 3 envolvidas na 
hidroxilação dalisina/prolina, 2 na biossíntese dacamitina, 2 na biossíntese de hormonas e 1 
envolvida no metabolismo da tirosina. 
Um dos principais papeis doAAéasua participação na síntese docolagéneo.Ocolagéneoé 
uma molécula complexa sintetizada parcialmente pelos fibroblastos. Estas células sintetizam 
uma cadeia polipeptídica, o pró-colagéneo. Para que este adquira a estrutura de tripla hélice, 
para puder ser secretada pelos fibroblastos, é necessário que se dê a hidroxilação de um certo 
número de moléculas de prolina. A hidroxilação da lisina, originando hidroxilisina, é igualmente 
importante, já que esta última forma ligações entre moléculas de colagéneo, para lhe dar 
integridade estrutural. As enzimas prolil 4-hidroxilase, prolil 3-hidroxilase e lisina 
hidroxilase catalisam as reacções de hidroxilação de resíduos específicos de prolina e lisina. 
Estas enzimas são dioxigenases que requerem Q>, Fe2+ e AA, e estão estequiometricamente ligadas 
à descarboxilação oxidativa do u-cetoglutarato. Conforme a reacção progride, o Fe2+ é oxidado 
em Fe3+. Pensa-se que o papel da vitamina C na reacção é o de manter o ferro na forma reduzida 
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(Fig. 1.9). Asub-hidroxilação dopró-colageneo, o qual se acumula e degrada, parece ser a base 
do escorbuto, o síndroma de deficiência emAA 
Ácido 
2,3-dicetogu!ónico 
K" 
j co2 
Ácido oxálico 
Q Polipeptido - Prolina } 
Propil hidroxilase 
0 2 
a-Cetoglutarato 
(^  Polipeptido - Hidroxiprolina j 
Vitamina C 
oxidada 
Intermediário - oxidado 
Vitamina C - ^ ^^-NADH 
(radical livre 
+e|-e +e|-e +2e 
OH OH 
Vitamina C 
reduzida NAD 
y**- Glutationa 
-2e 
\ ^ Glutationa 
oxidada 
[ Fibra de colagéneo ^ 
Fig. 1.9. Papel doAAna síntese docolagéneo(lkeda, 1 988). 
O AA tem um papel importante em hidroxilases envolvidas no metabolismo dos 
neurotransmissores, esteróides, drogas e lipídios. A dopamina p-hidroxilase é uma enzima 
contendocobre envolvida na síntese das catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, a partir da 
tirosina e que se localiza nas vesículas cromafins da medula adrenal e nas sinapses adrenérgicas 
dosistema nervoso central (SNC). Aenzima activa contémCu+, oqual é oxidado em Cu2+ durante 
a hidroxilação da dopamina em noradrenalina e, para que o cobre seja novamente reduzido à 
forma Cu+, é necessário AA.Uma enzima similar foi identificada na hipófise de ratos e gado. Esta 
é também uma enzima que contém cobre, a peptidilglicina a-amidase, e catalisa a ligação de um 
grupo amino a peptidos biologicamente activos, tais como as melanotropinas e a calcitonina. Esta 
enzima requer ascorbato e Q> para o seu funcionamento. 
Para além do seu papel nestas 2 enzimas, o AA pode ter um papel de modulador da 
neurotransmissão no SNC. O neurotransmissor GABA (ácido Y-amino butírico) estimula a 
libertação de AAa partir de preparações de corpo estriado. Esta libertação de AA pode estar 
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envolvida na transmissão dopaminérgica, uma vez que o AA inibe a adenil ciclase dopamino-
sensível (Biguelow etal., 1984). 
NH. 
CH, 
CH, 
CH, 
CH, 
+N-(CH3)3 +N-(CH3)3 
S-adenosil 
metionina 
k 
metilase 3> 
CH-
CH-
CH-
CH-
S> 
+ N - ( C H 3 ) 3 
I C 
.OC-CH-NH^. 
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I 
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Fig. 1.10. Biossíntese da carnitina. (aKG = a-cetoglutarato) 
HC=0 
Y-butirobetaína 
aldeído 
A carnitina é sintetizada a partir da lisina e tem um papel central no transporte de ácidos 
gordos através da membrana mitocondrial, onde são oxidados para fornecerem energia (Fig. 
1.10). A biossíntese da carnitina efectua-se no fígado e músculo estriado e envolve 2 enzimas 
que contêmFe2+, aE-N-trimetilisina hidroxilase e a y-butirobetaína hidroxilase, para as quais 
oAAéco-factor. A carnitina tem um papel importante na contracção muscular durante o esforço 
prolongado, pelo que, a deficiência desta molécula provoca sintomas que vão desde cãibras 
ligeiras e récurrentes até fraqueza severa e morte. Em truta arco-íris Miyasaki etal. (1995) 
observou uma redução significativa da concentração da acilcarnitina de cadeia longa no fígados 
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dos animais alimentados sem suplementação de AA, em comparação os que receberam que AAno 
alimento, o que sugere a implicação destavitamina no metabolismo da camitina nos peixes. 
O AA está envolvido no catabolismo da fenilalanina e da tirosina através de 2 enzimas 
contendoferro quedependemdapresença dedavitamina C: a p-hidroxifenilpiruvato hidroxilase 
(uma dioxigenase que catalisa a oxidação e a descarboxilação do ácido p-hidroxifenilpiruvato em 
homogentisáto) e a homogentisato oxidase (outra dioxigenase que catalisa a oxidação cb 
homogentisato em 4-maleilacetoacetato). A deficiência em AA pode alterar o funcionamento 
destas 2 enzimas, o que pode causar o aparecimento de tirosina no sangue (tirosinémia) bem 
como a excreção de produtos intermediários do catabolismo da tirosina. 
Nos peixes, a deficiência em AAsó produz alterações detectáveis ao nível do metabolismo 
da tirosina no rodovalho ( Scophthalmus maximus). Esta espécie parece ser a única que não 
manifesta sintomas externos de deficiência aguda em AA, tal como acontece com as restantes 
espécies (Coustans et ai., 1990). Os sintomas que apresenta, nesta situação são melanose 
generalizada, opacificação do olho e deposição de cristais de tirosina, especialmente nos rins 
(doença granulomatosa), e hipertirosinémia (Coustans, etal., 1990). Estes sintomas ligados ao 
catabolismo alterado da tirosina são completamente revertidos quandoé distribuído um alimento 
suplementado com AA(Gouillou-Coustans, 1 990). 
Para além, destas funções, o M também aumenta a biodisponibilidade do ferro dos 
alimentos, quandoé ingerida em simultâneo, pois aumenta a sua absorção ao nível dointestino. 
Outra função importante do AAtem a ver com o metabolismo de drogas e xenobióticos ao 
nível do fígado. Em animais com deficiência em AAhá uma debilitação do metabolismo das drogas. 
Alguns autores descreveram uma diminuição da oxidação de agentes como a zoxazolamina, 
acetanilina, difenilhidramina e meperidina em microsomas de cobaios escorbúticos (Conney et 
ai., 1961; Kato etal. , 1969). Zannoni etal. (1972) verificou, em cobaios alimentados com 
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um alimento deficiente em AA durante 21 dias, que as actividades da anilina hidroxilase e 
aminopirina ep-nitroanisol desmetilases eram significativamente mais baixas e que possuíam 
concentrações mais baixas de citocromos P450 e b5> sendo o metabolismo destas drogas 
normalizado após administração deAA.Sato& Zannoni (1976) mostraram que o AA previne a 
perda de actividade docitocromo P450 e da desmetilase e que protege o citocromo P450 de reagentes 
quelantes do ferro, sendo o efeito máximo observado para um quociente de 2 mol de AA para 1 
mol de citocromo. Zannoni et ai. (1972; 1977) sugeriram que o AA protege o citocromo 
reduzindo o Ferro do grupo heme, o que leva a uma diminuição do catabolismo destas proteínas 
heme na presença de quantidades adequadasde AA 
As nitrosaminas são compostos cancerígenos que podem ser absorvidos directamente 
através da alimentação ou serem sintetizados a partir de nitritos e nitratos alimentares. O M 
reage com nitritos, nitratos e outros compostos azotados capazes de produzir nitrosaminas 
formando NO, bloqueando, desta forma, a formação de nitrosaminas e, consequentemente, a 
carcinogénese induzida por estes compostos. 
O AAé essencial para o funcionamento óptimo do sistema imunitário. O AA tem uma 
actividade bactericida e virucida contra diversos agentes patogénicos in vitro, especialmente na 
presença de iões metálicos. (White et al., 1986; Ragab-Depre, 1982). A adição de AA a células 
infectadas com certos vírus resulta na cisão das cadeias de ADN ou ARN virai, o que conduz à 
perda de capacidade de infecção das partículas víricas (Morigaki & Ito, 1982; Blakeslee et ai., 
1985; Saio & Cliver, 1978). A actividade virucida requer concentrações relativamente 
elevadas de AA (da ordem das mM), enquanto a actividade bactericida ocorre a concentrações da 
ordem das^M (Ragab-Depre, 1982, Miller, 1969; Drath & Karnovsky, 1974). O AA também 
estimula a produção de interferon (proteínas que protegem as células contra infecções víricas) 
por parte de células infectadas com alguns tipos de vírus (Schwerdt & Schwerdt, 1975; Siegel, 
1975). A deficiência em AA diminui a resposta quimiotactica dos neutrófilos; aumenta a 
produção de radicais livres, os quais danificam os neutrófilos e as células circundantes; e 
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diminui a produção de HOCI, o principal agente microbicida (Bendich, 1992). Anderson et ai. 
(1990 em: Lall et ai., 1993) sugeriu que uma função biológica primária do AA na defesa cb 
hospedeiro pode envolver a neutralização do HOCI derivado dos granulócitos e a protecção cb 
metabolismo energético celular contra o ataque oxidativo sustentando. Outros mecanismos do M 
para a imunomodulação podemestar relacionados com as suas funções no metabolismo do ferro 
e do cobre. Em animais deficientes em AA tem sido relatada uma diminuição da produção efe 
corticosteróides imunossupressivos (Lall & Olivier, 1993). 
O papel doAAna resistência a doenças tem sido estudada em diversas espécies de peixes, 
mas os resultados variam muito e são contraditórios. Concentrações de AA superiores às 
necessárias para o crescimento normal têm sido referidas como tendo o efeito de aumentar a 
resistência do peixe-gato a infecções bacterianas como a Edwardsiella tarda e E. ictaluri 
(Durve & Lovell, 1982; Li & Lovell, 1985; Liu et ai., 1989). No entanto, no que respeita às 
resposta imunitárias humorais (título de anticorpos e actividade do complemento) Li & Lovell 
(1985) observaram um efeito positivo doAAalimentar, enquanto Liu et ai. (1989) não. Mais 
tarde Li, et ai. (1993), novamente em peixe-gato infectado com £ ictaluri, não observou 
qualquer efeito do AAna resistência a esta doença. 
Nos salmonídeos os resultados são igualmente variáveis e inconclusivos. Em truta arco-
íris, a suplementação do alimento com níveis de AAde 500 a 2000 mg de AA/Kg aumentou a 
resistência ao Vibrio anguillarum bem como melhorou a produção de anticorpos ( Navarre & 
Halver, 1 989). Satyabudhy et ai. (1989) infectou truta arco-íris com o vírus IHN (necrose 
hematopoiética infecciosa) após os peixes terem sido alimentados com dietas contendo diferentes 
concentrações de AA. Eles observaram que o aumento do AA alimentar produzia um efeito 
positivo na resistência à doença, mas não tinha qualquer efeito sobre a produção de anticorpos. 
Lall et ai. (1989) e Hardie et al. (1991) não verificaram nenhum efeito significativo da 
ingestão de doses elevadas de AA na resistência e título de anticorpos em salmão Atlântico 
infectado com Aeromonas salmonicida ou V. anguillarum. No entanto, Hardie et al. (1991) 
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observou um efeito significativo de doses elevadas de AA alimentares na actividade sérica do 
complemento, resultado também observado por Verlhac et ai. (1 993). Sandnes et ai. (1 990) 
alimentou salmão Atlântico com dietas contendo concentrações equivalentes de AAe ascorbato-
2-sulfato (0, 500 e 5000 mg/kg) durante 6 semanas e mediu a produção de anticorpos contra 
um antigénio solúvel (NIP„-LPH). A respostas dos anticorpos estava ligeiramente diminuída 
nos peixes alimentados sem suplementação de AA, mas não haviam diferenças significativas 
entre os peixes alimentados com 500 e 5000 mg de AA/kg, independentemente da forma química 
de vitamina C fornecida. 
Estes resultados demonstram a falta de clareza do papel doAAna função imune dos peixes. 
Li et ai. (1 993) considera que as diferenças encontradas nos vários estudos pode ser devida ao 
tamanho e história dos peixes experimentais, dos patogénios, dos métodos e patogenicidade da 
infecção, duração do período alimentar, o período de observação da mortalidade, do design 
experimental e das espécies estudadas. Segundoo mesmo autor, os peixes previamente expostos a 
patogénios podem ser mais sensíveis a alterações do conteúdo alimentar de vitamina C do que os 
nunca foram expostos, ou vice-versa; e que a infecção artificial por injecção ou imersão pode 
sobrepôr-se aos mecanismos naturais de defesa dos peixes. 
1.4 STRESS 
1.4.1. DEFINIÇÃO DO TERMO STRESS 
A palavra stress é um termo largamente utilizado quer em linguagem corrente, quer em 
linguagem científica. No entanto, este termo gera grande confusão, pelo necessita de ser definido 
com clareza. Um peixe de uma dadaespécie colocado num meio onde as características físico-
químicas e biológicas são óptimas, não desenvolve qualquer reacção de adaptação, 
independentemente do tempo de exposição a esse meio. Se, no entanto, se produzirem alterações 
das características do meio que ultrapassem o intervalo de intensidade e/ou tempo ultrapassando 
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as capacidades de adaptação do organismo, fala-se então de stress. Comte (1995) esquematizou 
as zonas de reacção do organismo em função do estímulo (Fig. 1.11) 
STRESS 
Zona de adaptação 
normal 
i h 
Zona de ultrapassagem das 
capacidades de adaptação 
MORTE 
^ w- ^ l ^ 
0 
| | Combinação da intensidade 
e da duração do estímulo 
Zona óptima 
Fig. 1 .11 . Esquematização das zonas de reacção do organismo em função da combinação da 
intensidade eduraçãodoestímulo (Comte, 1995 ). 
Em biologia, a definição de stress é especificada pelo tipo de estudo efectuado, dando-se 
mais ênfase à noção de ultrapassagem das capacidades normais de adaptação ou à diminuição da 
sobrevivência do organismo a longo prazo. No entanto, como definição geral de stress em 
biologia, Brett (1958) parece ter feito a melhor descrição: "O stress é um estado produzido 
por factores ambientais, ou outros, levando à ultrapassagem da resposta adaptativa de um 
animal para além do normal, ou que perturba o seu funcionamento normal de tal forma que as 
hipóteses de sobrevivência são significativamente reduzidas". 
Quando um organismo é sujeito a stress, este sofre diversas alterações morfológicas, 
bioquímicas e fisiológicas. Esta activação do organismo permite-lhe tentar adaptar-se às 
condições ambientais desfavoráveis. De acordo com o conceito proposto por Seyle (1936; 
1950), um organismo stressado passa por 3 fases distintas, as quais designou por Síndroma 
Geral de Adaptação (SGA) (Fig. 1.9). As fases do SGA são as seguintes: 
Fase de alarme: caracterizada principalmente por reacções morfológicas e fisiológicas 
reversíveis. No caso de factores de stress muito fortes e rápidos, esta fase termina, geralmente, 
com a morte do organismo. 
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Fase de resistência: durante a qual tem lugar a adaptação ou compensação das condições 
desfavoráveis para alcançar a homeostasia. 
Fase de exaustão: durante a qual a adaptação deixa de ser possível e a homeostasia não pode 
ser alcançada. A maior parte destas alterações são irreversíveis e terminam com 
imunossupressão, diminuição do crescimento, diminuição da capacidade reprodutiva oumesmoa 
morte. 
Apesar da sua utilidade no estudo dos efeitos do stress em peixes, o SGA tem alguns 
problemas, pois generaliza a resposta dos organismos ao stress, pelo que não é adequada para 
todasas situações de stress (Schreck, 1981, 1982), j á que algumas respostas são específicas 
em relação ao factor de stress (Leatherland, 1985). Moberg (1985 em: Barton & Iwama, 
1991) propôs uma melhor descrição do stress, a qual está também dividida em 3 categorias: 
reconhecimento da ameaça à homeostasia; resposta ao stress propriamente dito; e consequências 
do stress. Cada categoria compreende eventos biológicos distintos que são iniciados pela 
percepção do factor de stress pelo SNC. A resposta culmina com o desenvolvimento de uma 
condição patológica, se as alterações fisiológicas provocadas pelo factor de stress forem 
suficientemente severas ou persistentes. Desta forma, a resposta dos peixes ao stress inclui 
componentes adaptativos e maladaptativos. Os peixes possuem uma capacidade natural para 
responderem fisiologicamente ao stress, de modo a ultrapassarem as condições adversas. Mas, 
quandoos mecanismos de resposta são forçados para além dos seus limites normais, a resposta 
toma-se prejudicial para o peixe (maladaptativa). As respostas adaptativas e maladaptativas 
podemocorrer sequencial ou simultaneamente no peixe (Fig. 1.12). 
Na literatura científica o termo stress é utilizado para descrever o estímulo 
desequilibrador da homeostasia do organismo ou a resposta fisiológica a esse mesmo estímulo. No 
caso específico dos estudos em ictiologia, podemos encontrar autores que consideram o stress 
comoo estímulo (Borger et ai., 1998; Campbell et ai., 1994; Carragher et ai., 1994; Chien et 
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al., 1999; Mazeaud et al., 1977; Montem et al., 1999; Sunyer étal., 1995; Tucker étal., 
1987; van Weerd et al., 1998; Wedemeyer et al., 1977; White étal., 1989; Pickering, 
1981) e outros que o consideram a resposta ( Davis étal., 1990; Flos étal., 1988; Jàrvis, 
1990; Morales étal., 1989; Morales et a/., 1990; Palace étal., 1996; Waring eta/., 1992; 
Winkler, 1987). Barton & Iwama (1991) consideram ostress comosendoum estado causado 
por um factor de stress, que desvia o peixe do seu estadode homeostasia, pelo que concluem que, 
ostress em si mesmo não pode ser medido, podendo-se apenas determinar quantitativamente as 
respostas aos estímulos as quais reflectem o grau de severidade dostress experimentado. 
Factor de 
s t r e s s 
ií 
STRESS 
V 
Respostas ao stress 
A d a p t a t i v a s 
Ex., 
"\> Cortisol plasmático (?) 
^ Catecolaminas plasmáticas 
^ Circulação sanguínea branquial 
^ Glicemia 
^ Actividade muscular 
* 
M a l a d a p t a t i v a s 
Ex., 
^ Fluxos iões/água 
^> Acidose metabólica 
■^  Linfócitos circulantes 
<£i Imunocompetência 
^ Capacidade reprodutiva 
^ Capacidade de crescimento 
A 
Fig. 1.12. Relação entre o factor de stress, o stress e as respostas adaptativas e 
maladaptativas mais representativas nos peixes. Apesar de a elevação do Cortisol plasmático 
poder ser considerada como uma "resposta adaptativa", devido à sua possível acção 
gluconeogénica, este papel do Cortisol sob condições de stress ainda não foi conclusivamente 
confirmada ( Barton & Iwama, 1991). 
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Para o presente estudo, esta última definição de stress foi considerada como a mais 
adequada, tendo sido a definição seguida. 
1.4.2. RESPOSTAS FISIOLÓGICAS AO STRESS 
As respostas ao stress têm sido classificadas em primárias, secundárias e terciárias, 
dependendo do que as desencadeia. Assim, as respostas primárias são aquelas que são 
desencadeadas directamente pelo estímulo; as secundárias são as que são provocadas pelas 
respostas primárias e as terciárias são o efeito das respostas secundárias. A cascata ce 
acontecimentos provocados pelo stress é esquematizada na Fig. 1.13. 
Os estímulos adversos (factores de stress) são detectados pelos órgãos sensoriais, que 
transportam a informação até ao hipotálamo, o centro de integração do cérebro. Vias neuronais 
aferentes partem do hipotálamo, através dos gânglios dosistema nervoso simpático, em direcção 
às células cromafins (homólogas da medula das glândulas supra-renais dos mamíferos), que 
usualmente recobrem as paredes das veias cardinais posteriores. Estas células cromafins 
segregam rapidamente catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) para a corrente sanguínea 
como resposta ao estímulo nefasto. Ao Fim de alguns minutos os níveis plasmáticos efe 
catecolaminas encontram-se elevados e podem manter-se assim durante várias horas (Mazeaud 
& Mazeaud, 1 981). Outros neurónios do hipotálamo, com axónios que terminam na vizinhança 
dascélulas decorticotropina na parte anterior dapituitária (ou hipófise) crê-se que libertam, 
ao serem activados, um peptídeo, ofetor libertador decorticotropina ("cortitropin releasing 
factor" - CRF), que provoca a libertação de corticotropina (ACTH - AdenoCorticoTropin 
Hormone) para o sangue (Donaldson, 1981). A corticotropina é transportada através da 
circulação periférica até à glândula interrenal (homóloga do córtex supra-renal dos 
mamíferos), onde estimula a produção e libertação de hormonas corticosteróides 
(predominantemente Cortisol na maior parte das espécies de teleósteos- Thomas, 1990) para a 
corrente sanguínea. 
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Fig. 1.13. Sequência das alterações fisiológicas e bioquímicas de um teleósteo desencadeadas 
pelo stress (modificado a partir de Mazeaud et ai., 1977; de acordo com Fios et a/., 1 988 e 
Barton & Iwama, 1991). 
A hipersecreção de catecolaminas e hormonas corticosteroides (respostas primárias) 
despoleta, por sua vez, uma vasta gama de alterações metabólicas, hematológicas, hidrominerais 
e estruturais (respostas secundárias), algumas das quais se encontram enumeradas na Fig. 
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1.13. Pensa-se que as catecolaminas causam o aumento inicial da glucose plasmática, através da 
mobilização das reservas de glicogénio hepático (glicogenólise) (Mazeaud & Mazeaud, 1981; 
Nakano & Tomlinson, 1967), enquanto os corticosteróides mantêm a hiperglicemia, 
estimulando o catabolismo das proteínas e a gluconeogénese (Leach & Taylor, 1980). Também 
podme ocorrer perturbações do equilíbrio osmótico e iónico, resultando num aumento ou 
diminuição da osmolaridade plasmática conforme o ambiente é hiper ou hipotónico ( Robertson et 
ai., 1988). Adicionalmente, os mecanismos de defesa imunitária podem ficar comprometidos 
devido à diminuição do número de leucócitos circulantes (leucopenia) e à diminuição da resposta 
imune a agentes infecciosos (Ellis, 1 981 ). 
Esta resposta endócrina generalizada, que resulta numa mobilização r ápida das reservas 
energéticas, pensa-se que terá evoluído como um mecanismo adaptativo para possibilitar que o 
organismo satisfaça as suas necessidades acrescidas de energia durante a exposição e resistência 
a factores de stress. Quando o peixe é submetido a um factor de stress agudo, estas alterações 
persistem durante apenas alguns dias e não têm efeitos deletérios. Ao contrário, quando a 
exposição a um factor de stress é crónica, estas alterações prolongam-se, podendo induzir 
alterações patológicas, tais como diminuição do crescimento, da resistência a doenças e da 
capacidade reprodutiva, entre outras, que se designam por resposta terciárias (Wedemeyer & 
McCIeay, 1981). 
As respostas primárias, secundárias e terciárias são usadas frequentemente como 
indicadores de stress, sendo a sua quantificação muitas vezes utilizada como indicação da 
severidade do stress. A elevação da concentração das hormonas corticosteróides, principalmente 
o Cortisol, nos peixes em resposta a factores de stress tem sido muito estudada ( Avella et ai., 
1990; Bandeeneta/., 1997; Barton etai, 1995; Bollard et al., 1993; Brodeur étal., 1998; 
Carragher & Sumpter, 1990; Cech et al., 1996; Davis étal., 1983; Fevolden et al., 1993b; 
Leach et al., 1980; Mazur étal., 1993; Reddy et al., 1995; Schreck étal., 1989; Sunyer et 
al., 1995; van Ginneken étal., 1997; Young et al., 1993). Geralmente nos peixes, os níveis 
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circulantes de corticosteróides são inferiores a 30-40 ng/ ml (Wedemeyer et ai, 1990 in 
Barton & Iwama, 1991), mas idealmente deveria ser inferior a 5 ng/ml (Pickering & 
Pottinger, 1989). As variações consideráveis que se observam nos níveis decortisol plasmático 
pode ser de devido a outros factores que não sejam de stress, como é caso da smoltif icação dos 
salmonídeos que pode provocar um aumento acentuado do Cortisol circulante (Barton et a/., 
1985; Langhorne et ai., 1986; Young et a/., 1989) e da migração reprodutiva (Audeteta/., 
1986). Geralmente, os investigadores escolhem a quantificação do Cortisol plasmático como 
resposta a factores de stress devido a ser um parâmetro fácil de medir e por ter um significado 
importante para os processos fisiológicos que afectam o equilíbrio dos peixes. De uma maneira 
geral, a magnitude e extensão da resposta dos corticosteróides a factores de stress reflecte, 
normalmente, a intensidade e duração destes (Barton et ai., 1997; Barton et ai., 1998; 
Carragher & Rees, 1994; Fios et ai., 1988; Fooeta/., 1993; McDonald et ai., 1993a; Mesa et 
ai., 1998; Robertson et ai., 1987; Roche et ai., 1989). Deste modo, pode-se assumir 
erradamente que, se o stress provoca uma subida anormal dos valores do Cortisol circulante, a 
inexistência de hipercortisolémia significa a ausência de stress. Isto não é necessariamente 
verdade. A exposição dos peixes a certas substâncias tóxicas é certamente prejudicial, j á que 
causa directamente alterações na saúde do peixe ou mesmo a sua morte, mas não provoca 
necessariamente um aumento do Cortisol plasmático, como é esperado em resposta a um factor efe 
stress. O mugem, Mugil cephalus, exposto a um ambiente contaminado com cádmio não 
apresentou qualquer elevação da concentração de Cortisol circulante (Thomas & Neff, 1985). 
Anteriormente, Schreck & Lorz (1978) mostrou que este mesmo poluente não provocava 
hipercotisolémia no salmão coho, e Grant & Mehrle (1973) tiveram resultados semelhantes em 
truta arco-íris exposta ao poluente endrina. Também não foram encontrados aumentos cb 
Cortisol plasmático em truta arco-íris infectada com o parasita sanguíneo Cryptobia salmositica 
(Laidley et ai., 1988), nem com Ichthyophonus hoferi (Rand & Cone, 1990), nem em Salmão 
chum, Oncorhynchus keta, infectado com o vírus da necrose e r i t rocítica (ENC - Haney et ai., 
1 992). Também no que refere à utilização de anestésicos para bloquear ou diminuir ostress, os 
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resultados não são concordantes. 0 anestésico MS-222 (tricaina), que é utilizado com 
frequência em aquacultura, parece ter um efeito quer supressor quer indutor de stress 
(Molinero et ai., 1995; Morales et al., 1990; Olsen et ai., 1995; Thomas et ai., 1991) em 
função da sua aplicação, i. e., dependendoda dose e tempo de exposição, o que é evidenciado pela 
alteração dacortisolémia. 
A glucose plasmática é outro parâmetro muito utilizado na avaliação da severidade cb 
stress dada a facilidade de medição. Tem sido observado, nos peixes, um aumento significativo da 
glicemia (hiperglicemia) em resposta a vários tipos de stress (Al-Akel, 1994; Brown et al., 
1995; Davis & Parker, 1990; Hemre et ai., 1991; Jãrvis, 1990; McDonald et ai., 1993b; 
Morata et ai., 1982; Muusze et ai., 1998; Reddy et ai., 1995; Vijayan et ai., 1994; Waring et 
ai., 1992). Noentanto, alguns estudos não encontraram este aumento da glicemia em resposta a 
alguns tipos de stress, apesar de apresentarem um aumento do Cortisol plasmático (Rotllant et 
ai., 1997; Waring et al., 1996). Deste modo, a ausência de hiperglicemia não pode ser 
considerada como a ausência de stress. Para além deste facto, quando se pretende interpretar a 
magnitude da hiperglicemia em função da severidade do factor de stress aplicado, deve-se ter em 
conta outros factores que interferem d i rectamentecom a glicemia, como é o caso da composição 
do alimento (Barton et al., 1988; Hemre et ai., 1991) e as características genéticas da 
população em estudo ( Fevolden et ai., 1993a; Fevolden& Roed, 1993b). 
A maior limitação da utilização das respostas primárias e secundárias como indicadores 
de stress é a sua rápida indução durante a captura e recolha de sangue dos peixes. Em estudos efe 
laboratório devem ser tomadas precauções para impedir a activação do eixo hipotalamico-
pituitário- interrenal quandose pretende avaliar este tipo de respostas a factores de stress. 
No caso de estudos de monitorização ambiental, principalmente quando se pretende 
observar o efeito de agentes poluentes sobre as populações naturais de peixes, são utilizados 
indicadores moleculares, bioquímicos e histopatológicos. As alterações bioquímicas e 
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moleculares são as primeiras a se manifestarem quando um peixe é sujeito a stress, pelo que 
podemser particularmente úteis como indicadores precoces de alterações ambientais, deforma 
a que possam ser tomadas medidas de correcção antes que as condições desfavoráveis conduzam 
ao declínio permanente das populações piscícolas (Thomas, 1990). No entanto, têm a 
desvantagem terem algum grau de incerteza biológica e de relevância toxicológica (Thomas, 
1990). No que respeita aos indicadores histopatológicos, as manifestações do stress ao nível dos 
tecidos são observáveis mais tardiamente do que no caso dos indicadores moleculares e 
bioquímicos, mas aparecem mais cedodoque as alterações do crescimento e reprodução, e são 
mais sensíveis do que estes. A revisão destes indicadores pode ser feita consultando a seguinte 
bibliografia:Hinton et ai., 1992; Teheta/., 1997; Thomas, 1990. 
1.5. VITAMINA C E STRESS NOS PEIXES 
Os estudos relacionados com o AAe o stress nos peixes tem-se debruçado na possibilidade 
de este nutriente ser capaz de reduzir os impactos negativos causados pelo stress. O stress 
provoca diversas alterações fisiológicas, já descritas na secção anterior, e em aquacultura o 
manuseamento e as condiões de cultura são fonte constante de stress, o qual produz grandes 
perdas económicas no sector. No entanto, os resultados obtidos nos estudos sobre a influência cb 
AA na resistência ao stress são contraditórios e inconsistentes, o que torna difícil clarificar o 
verdadeiro papel desta vitamina na fisiologia do stress e, deste modo, utilizá-la de forma 
consistente em aquacultura. 
Em 1 969, Wedemeyer obsevou uma diminuição significativa da concentração de AA no 
rim anterior de truta arco-íris e salmão coho ( Oncorhynchus kisutch) em resposta a choque 
térmico e agitação da água do aquário, pelo que concluiu que a concentração de AA no referido 
órgão era marcadamente influenciada por stress não específico. Em peixe-gato o stress imposto 
por uma densidade de stockagem elevada indicou provocar um aumento dos requisitos de M 
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(Lovell & Lim, 1978). A exposição de do mugem, quer de forma aguda quer crónica, a 
concentrações elevadas de cádmio provocou diminuição da concentração de AA no fígado, 
brânquias e cérebro (Thomas et ai., 1982). Os efeitos do stress de salinidade, temperatura e 
captura na concentração de AA da mesma espécie também foram investigados pelo mesmo autor 
(Thomas, 1984). Todos os tratamentos conduziram a alterações na concentração de AA no 
cérebro, brânquias, rim e fígado, mas o padrão das flutuações variou, observando-se quer 
aumentos quer diminuições significativas. Thomas (1987) demonstrou que a exposição a 
fracções hidrossolúveis deoléo causou uma diminuição do teor em AAdo cérebro, brânquias, 
rim e fígado do mugem. A diminuição do teor em AA no cérebro como resposta ao stress foi 
estudadapor Tucker et al. (1987) em truta arco-íris, mostrando que a perda de AA no cérebro, 
após a manutenção dos peixes em câmaras metabólicas durante 5 dias, era significativamente 
maior do que nos peixes mantidos como controlos. Já Palace et ai. (1996) não encontrou 
qualquer diferença significativa na concentração de AA hepático da truta do lago Americana, 
Salvelinus namaycush, injectadas com PCB-126. De igual forma, o stress de confinação cb 
peixe-gato, não afectou a concentração de AA no fígado e plasma ( Li et ai., 1998), tendo sido 
obtidos resultados semelhantes em truta arco-íris injectada com lindano, um insecticida 
organoclorado(Dunier etal., 1995). 
A grande variação dos resultados obtidos nos diversos estudos referidos, aponta para 
anecessidade de aprofundar mais os estudos nesta área de investigação, por forma a clarificar o 
real papel doAAna resistência a factores de stress. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
2 . 1 . FACTORES DE STRESS 
No intuito de verificar a eventual acção do AA na resposta fisiológica da dourada ao 
stress, foi escolhido um factor para ser estudado. Como factor de stress foi escolhida a hipoxia, a 
qual foi estudada em três situações distintas: hipoxia aguda, intermitente e crónica. A 
intensidade de hipoxia foi, destaforma, adaptadaa cada um dos estudos, i. e., níveis muito baixos 
de OD (oxigénio dissolvido), da ordem de 20-25% da saturação, nos casos de hipoxia aguda e 
intermitente, e níveis médios de OD (aproximadamente 55% da saturação), no caso da hipoxia 
crónica. 
Os critérios principais de escolha do factor de stress a ser aplicados foram o ser um 
factor ambiental, o qual não provocasse uma resposta fisiológica que envolvesse directamente 
nenhum dos mecanismos dependentesdoAA(desentoxicação dexenobióticos, resposta imunitária 
e cicatrização), e ser facilmente aplicável. Desta forma, tornar-se-ía possível verificar se a 
acção do AAse exerce na resposta fisiológica geral ao stress, ou se só exerceria a sua influencia 
no caso de factores de stress que envolvam mecanismos específicos dependentes do AA, como os 
supracitados. 
Dadoo elevado grau de dificuldade técnica para estudar a hipoxia numa situação de níveis 
subletais de OD num período de tempo superior a 24 h, optou-se por fazer este tipo cê 
experiência utilizando um outro factor de stress ambiental, a concentração de amónia (NH3). No 
entanto, os resultados deste estudo não foram, como é evidente, extrapolados para o caso da 
hipoxia, já que, é provável que os dois factores accionem mecanismos fisiológicos específicos 
distintos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
Em todasas experiências os peixes foram alimentados com alimentos isoproteicos (45% 
matéria seca -MS) e isoenergéticos (20 kJ/g MS), com uma razão proteína bruta/energia 
bruta da ordem dos 22.5 mg/kJ, de acordo com a formulação apresentada por Santinha et ai. 
(1996), e geralmente associada com o crescimento óptimo da dourada (Tabela 2.1 ). O alimento 
teve como ingrediente base a farinha de peixe, sendo esta a principal fonte proteica. Os vários 
ingredientes doalimento foram pesadosemisturados deforma a obter uma mistura homogénea, 
a qual foi granulada, sem recorrer à utilização de vapor (o que poderia destruir o AA), com um 
tamanho adequadoaotamanho inicial dospeixes utilizados nas diferentes experiências. 
Tabela 2 . 1 . Formulação doalimento base utilizado em todososestudos. 
Ingredientes (g/kg) 
Farinha de Peixe1 480 
Trigo micronisado2 360 
CPSP3 100 
Óleo de fígado de bacalhau 42 
Premix mineral 10 
Premix vitamínico4 5 
Colina 3 
Ácido ascórbico5 (mg AAeq./Kg alimento) 0 - 2 0 0 
1 Proteína bruta - 69%; gordura bruta - 1 0% 
Proteína bruta - 1 2%; gordura bruta - 2% 
Proteína bruta - 76%; gordura bruta - 4 % 
Concentrado de proteína de peixe - Sopropêche, França 
Sem ácido ascórbico 
Rovimix Stay-C 25 - Hoffmann La Roche, Suíça 
Na formulação deste alimento houve o cuidado de manter o equilíbrio mineral e 
vitamínico (Tabelas 2.2 e 2.3), excepto no que diz respeito ao ácido ascórbico, o qual não fez 
parte da mistura vitamínica, sendo posteriormente adicionado ao alimento em diferentes 
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concentrações (0-200 mg AA eq/kg), por forma a permitir estudar a sua influência na 
resposta fisiológica ao stress. 
Tabela 2 .2 . Concentração das vitaminas e minerais no alimento. 
Vitamina Concentração 
(mg/Kg dieta) 
Tocoferol ( E ) 20.00 
Menadiona ( K 3 ) 5.00 
Tiamina ( B I ) 5.00 
Riboflavina ( B 2 ) 5.00 
Ácido Pantoténico ( B 3 ) 10.00 
Ácido nicotínico ( B 5 ) 100.00 
Piridoxina ( B 6 ) 5.00 
Ácidofólico ( B 9 ) 2.00 
Cobalamina ( B I 2) 0.05 
Biotina ( H ) 0.50 
Ácido ascórbico 0.00 
Ácido p-aminobenzóico 50.00 
Inositol 500.00 
Cloreto de colina 500.00 
(Ul/Kg alimento) 
Retinol (A) 10 000 
Mineral Concentração 
(mg/Kg dieta) 
Cobalto (Co) 0.40 
Cobre (Cu) 5.00 
Ferro (Fe) 40.00 
Flúor (F ) 1.00 
lodo ( 1 ) 0.50 
Magnésio (Mg) 500.00 
Manganês (Mn) 20.00 
Selénio (Se) 0.30 
Zinco Zn) 30.00 
(96) 
Cálcio (Ca) 0.17 
Fósforo ( P ) 0.13 
Potássio ( K ) 0.06 
Cloro (C l ) 0.08 
Cloreto de sódio 0.04 
(NaCI) 
2.3. ANIMAIS DE EXPERIÊNCIA 
Neste trabalho, a dourada ( Sparus aurata) foi a espécie escolhida para ser estudada (Fig. 
2.1). Tal escolha adveio do facto de esta ser uma das espécies mais cultivadas no nosso país, 
razão pela qual tem um grande interesse económico. A sua capacidade de crescimento e a sua 
aparente resistência elevada a alterações ambientais, quando comparada com outras espécies 
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aquícolas em Portugal (por exemplo, o robalo - Dicentrarchus labrax) foram, também, 
motivos importantes para a sua escolha. 
Fig. 2 . 1 . Dourada, Sparus aurata. 
Os peixes utilizados nas diversas experiências foram sempre de cultura, tendo sido 
obtidos em diferentes maternidades, de acordo com as necessidades. Estes foram sempre 
retirados de stocks homogéneos de indivíduos, no que respeita ao peso e idade. Após um período efe 
aclimatação ás novas condições de cultura, os peixes foram, então, pesados e distribuídos 
uniformemente pelos diversos tanques experimentais. Para experiências onde o crescimento da 
dourada foi estudado (Capítulos 3, 4 e 5) foram utilizados peixes pequenos (1.5 a 9.5 g), cujo 
peso dependeuda disponibilidade de tamanhos no mento da experiência, pois estes apresentam-se 
numa fase de crescimento rápido, o que permite evidenciar num mais curto espaço de tempo 
qualquer diferença devida aos tratamentos. 
2.4. PARÂMETROS DE AVALIAÇÃO DO CRESCIMENTO 
Em todos os estudos experimentais efectuados, o crescimento dos animais foi sempre 
controlado, de maneira poder ser evidenciada qualquer diferença entre os grupos alimentados 
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com as diferentes dietas experimentais. Os parâmetros utilizados estão enumerados e 
equacionados na Tabela 2.3. 
Tabela 2 .3 . Critérios deavaliação docrescimento e da utilização dos nutrientes. 
PMI Peso médio inicial (g) Peso total inicial do lote Cg) 
n° total de indivíduos 
PMF Peso médio final (g) Peso total final do lote (q) 
n° final de indivíduos 
TCE Taxa de crescimento específico In PMF - In PMI x 100 
Tempo (dias) 
ICD índice de crescimento diário PMF1/3 - PMI1/3 x 100 
Tempo (dias) 
ICA índice de conversão alimentar Matéria seca ingerida Cg) 
PMF - PMI (g) 
CEP Coeficiente de eficácia proteica (g/g 
proteína) 
PMF - PMI (a) 
Proteína bruta ingerida (g de MS) 
CAV Consumo alimentar voluntário ( % 
PMI/dia) 
Consumo alimentar (q) x 100 
PMI (g) x Tempo (dias) 
IHS índice hepatossomático ( % ) Peso fígado (g) xlOO 
Peso corporal (g) 
2.5. MÉTODOS ANALÍTICOS 
2.5.1. MÉTODOS DE DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO CORPORAL E DOS 
ALIMENTOS 
Para proceder à análise química dos alimentos, foram recolhidas amostras destes, as 
quais foram subsequentemente moídas e armazenadas até serem analisadas. No caso das carcaças, 
estas foram congeladas e moídas. Deste homogeneizado foram colhidas alíquotas para determinar 
o seu teor em matéria seca (MS). 0 restante foi liofilizado e, quando necessário, novamente 
triturado, para obter uma amostra o mais homogénea possível. Tal como no caso dos alimentos, 
estas amostras foram armazenadas para posterior análise. 
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A composição química destas amostras foi determinada de acordo com o descrito no AOAC 
(1983): a percentagem de M S foi obtida por secagem em estufa a 104°C durante 24 h; a 
proteína bru ta (N x 6.25) foi obtida pelo método de Kjeldahl ou por combustão instantânea 
automática, seguida de separação cromatográfica gasosa e detecção da condutividade térmica 
(Nitrogen Analyser 2000, Fison Instruments); a gordura bruta foi determinada por 
extracção contínua com éter de petróleo, num extractor de Soxhlet; as cinzas foram 
quantificadas incinerando a amostra em mufla a 550°C durante 12 h; a energia bru ta foi 
determinada em bomba calorimétrica adiabática. 
2.5.2. ANALISES PLASMÁTICAS 
Sempre que se procedeu a análises plasmáticas, as colheitas de sangue foram efectuadas 
imediatamente após a recolha dos peixes, com seringa heparinizada e por punção da veia caudal. 
Osanguefoi, então, centrifugado e o plasma recolhido econgeladoa- 20°C. 
A gl icemia, o Cort isol e o azoto amoniacal to ta l (TAN) foram quantificados 
utilizando kits comerciais de diagnóstico. Para a glicemia foi usado um método enzimático-
colorimétrico (GOD- PAP; Spinreact, Olot, Gerona); o Cortisol foi determinado por um método 
deELISA (Milenia, DPC, Los Angeles, USA), desenvolvida para o Cortisol humano, mas validado 
para a medição do Cortisol em peixes (Barry et al., 1993); um kit enzimático (UV - 170, 
Sigma diagnostics) foi usado para determinar o TAN plasmático. 
2.5.3. TEOR EM ÁCIDO ASCÓRBICO NOS TECIDOS 
A avaliação do estado das reservas corporais de vitamina C dos animais experimentais, 
foi levada a cabo através da medição do teor em AAem alguns tecidos da dourada, especificamente 
o hepatopancreas (referido seguidamente apenas como fígado), o rim cefálico e o baço. Estes 
órgãos foram escolhidos por serem órgãos de armazenamento do AA, principalmente o fígado. Cs 
44 
MATERIAL E MÉTODOS 
órgão foram colhidos imediatamente após a morte do peixe, e rapidamente conservados para 
análise posterior. No caso do primeiro estudo (Capítulo 3) optou-se pela imersão em azoto 
líquido e conservação a - 70°C. Dado que este processo revelou não ser o mais eficaz, nos 
estudos seguintes as amostras foram preservadas por imersão em ácido metafosfórico a 5% 
(HP03) e posterior congelação a - 20°C. A concentração em AA nestes órgãos foi efectuada por 
um métodofluorimétrico automático de fluxo contínuo, descrito por Bourgeois et al. (1989). 
Este métodobaseia-se na oxidação do AA pelo iodo, forma sob a qual reage com o 4,5-dimeti l -
1,2-fenileno, formando um derivado fluorescente daquinoxalina (em anexo). 
Não se procedeu à medição dos níveis reais de AA nos alimentos dado que o método 
utilizado não permite a quantificação da forma polifosf atada desta vitamina. 
2.5.4. TEOR EM HIDROXIPROLINA NA PELE 
O teor em hidroxiprolina foi determinado na pele da dourada, um tecido rico em colagénio 
e de fácil acesso, para investigar o efeito dos diferentes níveis de AA sobre a integridade dos 
tecidos conjuntivos. A pele foi extraída e limpa de escamas e restos de tecido muscular, sendo 
depois congelada até à sua análise. Esta foi efectuada após desidratação das amostras com acetona 
e hidrólise ácida, recorrendo à detecçãocolorimétrica conforme o descrito por Bonnet & Kopp 
( 1984) e que se encontra detalhadamente descrita em anexo. 
2.5.5. CONCENTRAÇÃO DO AZOTO AMONIACAL TOTAL (TAN) NA ÁGUA DO MAR 
A concentração do TAN na água do mar foi medida usando um método colorimétrico 
automático de fluxo contínuo, que tem como base como base o método colorimétrico do indofenol 
descrito por Treguer & Le Corre (1975), equefoi modificado por Dosdateta/. (1 995). 
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2.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 
Os resultados foram analisados usando o programa "Statistica 5" para Windows. Os dados 
foram sujeitos a análise de variância (ANOVA) a um ou a dois factores, dependendo do tipo ce 
dadosa analisar, com contraste à posteriori pelo teste de comparação múltipla deTukey (Tukey, 
1949). No Capítulo 5 procedeu-se também a uma regressão linear, para determinar a relação 
entre o nível de suplementação em AAno alimento e o teor em AAno fígado. Esta foi efectuada 
pelo método dos mínimos quadrados, seguido de uma análise de variância para verificar a 
significância da regressão. 
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3. INFLUÊNCIA DA SUPLEMENTAÇÃO DE ALIMENTOS COMPOSTOS 
COM ACIDO ASCÓRBICO NO CRESCIMENTO E RESPOSTA A HIPOXIA 
AGUDA EM DOURADA, Sparus a ura ta. 
3 . 1 . INTRODUÇÃO 
O ácido ascórbico tem numerosas funções biológicas: é um antioxidante eficiente, é 
essencial para a síntese de colagénio, ajuda à manutenção de várias enzimas na sua forma 
reduzida e participa na biossíntese da carnitina, norepinefrina e alguns péptidos 
neuroendócrinos. 
Os invertebrados, os insectos e a maior parte dos peixes, algumas aves, os cobaios, os 
morcegos e os primatas, não são capazes de sintetizar o ácido ascórbico. Por esta razão, estes 
animais dependem totalmente do suprimento alimentar desta vitamina. Nos peixes, tem sido 
demonstrada a essencialidade do ácido ascórbico para o crescimento e para a prevenção cb 
escorbuto. No entanto, os requisitos mínimos para cada espécie de peixes têm sido difíceis cb 
estabelecer, dada a grande labilidade da vitamina C, a qual é rapidamente destruída pelos métodos 
de fabricação dos alimentos, bem como pela longa armazenagem. O aparecimento de formas 
estabilizadas, mas biologicamente disponíveis, de ácido ascórbico, como é o caso do ascorbil 
polifosfato, veio permitir determinar com maior precisão os requisitos desta vitamina nos 
peixes (Shiau et ai., 1995; Teshima et ai., 1993). ONRC(1993) recomenda a adição de 50 mg 
de AA/kg de alimento no caso dos salmonídeos, e Kaushik et ai. (1998) demonstrou a 
aplicabilidade desta recomendação a outras espécies piscícolas. 
Em condições de cultura os peixes são sujeitos a manipulações como a sua pesca, 
manuseamento, transporte, calibragem, sobre-alimentação e sobrecarga de stockagem, as quais 
são stressantes ( Barton & Iwama, 1991; Donaldson, 1981; Sandnes, 1991; Tomasso et al., 
1981). Estas condições estão muitas vezes associadas à diminuição da resistência a patogénios, 
47 
■ . ; / VITAMINA C E HIPOXIA AGUDA 
a uma maior dificuldade de manter a homeostasia interna e de resistir a factores de stress 
adicionais (Wedemeyer & Mcleay, 1981; Robertson et ai, 1987). Face à presença factores da 
stress, no organismo dão-se diversas alterações morfológicas, bioquímicas e fisiológicas 
(Halim etal., 1985), as quais permitem a sua adaptaçãoàs condições adversas. 
Tem sido demonstrado que a necessidade de ácido ascórbico aumenta em mamíferos 
sujeitos a diversas condições stressantes (Hughes etal., 1971), e observações semelhantes têm 
sido feitas em salmonídeos (Hardie etal., 1991; Navarre & Halver, 1989) e noutros peixes 
(Agrawal etal., 1978; Ishibashi etal., 1992a; Ishibashi etal., 1992b; Thomas, 1984; 
Thomas et al., 1 982). No entanto, esta relação continua por clarificar no que respeita aos 
peixes, como é demonstrado pelo trabalho de outros investigadores (Gouillou-Coustans etal., 
1993; Henrique etal., 1996; Sandnes& Waagb0, 1991). 
O presente estudo foi efectuado para determinar o efeito do stress de hipoxia crónica 
sobre os juvenis de dourada alimentados com diferentes níveis de ácido ascórbico. 
3.2. MATERIAL E MÉTODOS 
Foram obtidos juvenis de dourada numa maternidade comercial (Algarve, Portugal), os 
quais, depois de um período de adaptaçãoàs condições experimentais, foram divididos em grupos 
de 40 indivíduos, comum peso médio de 9 g. Estes grupos foram distribuídos aleatoriamente por 
10 tanques de fibra de vidro com capacidade de 300 I, montados num circuito semi-fechado com 
uma renovação de água de 100 %/dia (Fig. 3.1). Os tanques foram individualmente alimentados 
com água domar comum fluxo de3 l/min., atemperatura foi mantida a 26°C e o fotoperíodo foi 
de 16 h dia/8 h noite. 
Cinco alimentos experimentais foram preparados de acordo com a formulação expressa 
na Tabela 2.1, diferindo estas apenas no nível de suplementação em ácido ascórbico, os quais 
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foram 0, 25, 50, 100 e200 mg AAequiv./Kg alimento. Os alimentos foram armazenados a 4°C 
durante o período experimental, por forma a evitar a sua deterioração. 
Grupos duplicados de peixes foram alimentados à mão, com um dos alimentos 
experimentais, duas vezes por dia até à saciedade visual, durante 12 semanas. De 3 em 3 
semanas o conjunto dos peixes de cada tanque foi pesado, o consumo alimentar voluntário 
registado e o sistema profundamente limpo. No final do período de crescimento foi recolhida uma 
amostra de 5 peixes de cada tanque para se proceder à determinação da composição corporal, 
juntamente com uma amostra inicial de carcaças e amostras dos alimento. A composição das 
carcaças e dos alimentos foi determinada de acordo com o descrito no Capítulo 2. 
Após esta amostragem, os peixes restantes foram mantidos nas mesma condições 
experimentais durante mais 1 semana, por forma a recuperarem dostress de manipulação a que 
foram sujeitos. As Douradas foram, então, sujeitas a hipoxia aguda durante 24 h, após um 
período dejejum de 24 h, para evitar que houvesse excreção significativa de amónia. A hipoxia 
foi produzida cortando o influxo de água dos tanques e reduzindo, simultaneamente, a aerificação 
dos mesmos. Os níveis de OD diminuíram de 5.8 para 1.2 mg/l num período de 30 min., sendo 
este último nível mantido (± 0.2 mg/l) até ao final da experiência através da regulação da 
aerificação. 
Imediatamente antes da aplicação dostress de hipoxia e3, 6, 9 e 24 h após o seu início, 
foram amostrados 5 peixes de cada tanque, anestesiados com etilenoglicolmonofenileter, para se 
proceder à recolha de amostras de sangue, fígado e baço para análise. Os tecidos amostrados 
foram tratados conforme o descrito na metodologia geral. Foram quantificados os seguintes 
parâmetros: glicemia, Cortisol plasmático e nível de AAno fígado e baço. 
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Fig. 3 . 1 . Esquema dosistema experimental utilizado no estudo da influência do ácido ascórbico 
na resposta à hipoxia aguda. 
Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados de acordo com o descrito no 
capítulo 2, sendo apresentados na secção seguinte. 
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3.3. RESULTADOS 
A composição química dos vários alimentos experimentais encontra-se descrita na 
Tabela 3.1 e mostra que não existem diferenças significativas eles. 
Após 12 semanas de crescimento, os pesos finais médios das douradas alimentadas comas 
diferentes dietas não eram significativamente diferentes (Tabela 3.2). No entanto, o ICA era 
significativamente mais baixo no caso dos peixes alimentados com o alimento contendo 200 mg 
AA/Kgem comparação comos alimentados sem suplementação em AA 
Tabela 3 .1 . Composição química dos alimentos e> cperimentais. 
y 
Nível de AA/Kg/ alimento 
0 25 50 100 200 
Matéria Seca(%) 89.4 89.2 89.8 89.5 89.8 
Proteína Bruta (Nx6.25, % MS) 45.1 44.9 45.4 45.2 45.6 
Gordura Bruta (% MS) 17.8 18.0 17.1 17.2 17.7 
Energia Bruta (kj/g MS) 19.8 19.7 19.6 19.6 19.6 
Cinzas (% MS) 10.4 10.8 10.6 11.0 10.7 
OCAVera significativamente mais baixo nos animais alimentados com 100 e 200 mg 
AA/Kg alimento doque nos alimentados com 0 e25 mg. O CEP aumentou com o aumento do nível 
de suplementação em AA, sendo significativamente mais baixo nos peixes alimentados com o 
alimento não suplementado doque nos alimentados com 200 mg AA/Kg alimento. 
A análise aproximada da composição das carcaças das douradas alimentadas com os 
diferentes alimentos encontra-se expressa na Tabela 3.3 e mostra a inexistência de diferenças 
significativas entre os vários grupos. 
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Tabela 3.2. Parâmetros de crescimento e de eficiência de dourada alimentada com diferentes 
níveis deAA(n=3; 12 semanas; 26°C; saciedade).  
Nível de AA/Kg Alimento 
0 25 50 100 200 
PMI (g) 9.5±0.03 9.310.03 9.510.03 9.410.03 9.410.03 
PMF (g) 40.5±5.5 41.515.8 41.315.5 40.515.1 39.615.72 
TCE 1.7310.06 1.7810.03 1.7510.02 1.7310.03 1.7210.01 
ICA 1.7610.05b 1.6910.05ab 1.5810.01ab 1.55+0.02ab 1.4810.04a 
CEP 1.2610.03a T.32±0.04ab 1.40l0.0r b 1,43±0,02íb 1.49±0;Ò4b 
CAV 6.85i0,26b 6.9410.01b 6.3410.11ab 6.0710.09a 5.6810.07a 
Sobrev. 95.010.00 96.310.01 91.310.01 92.510.00 95.010.03 
(%) 
Médias ± Erro Padrão (EP) na mesma linha com expoentes diferentes são significativamente 
diferentes (P< 0.05). 
ATabela 3.4 apresenta a variação de diversos parâmetros fisiológicos em função do nível 
de suplementação nutricional em AA, tais como o IHS, a glicemia, o Cortisol plasmático e o 
conteúdo em AAdo fígado e do baço, após 12 semanas de crescimento e antes da aplicação cb 
stress. 
Tabela 3 .3 . Análise aproximada da composição corporal das douradas alimentadas com os 
diferentes alimentos (n=3).  
Nível de AA/Kg Alimento 
Inicial Final 
0 25 50 100 200 
MS ( % ) 
Proteína (% MS) 
Gordura (% MS) 
Cinzas (% MS) 
34.8 29.3 28.0 29.2 29.4 27.8 
62.2 57.5 59.8 60.0 58.4 58.7 
23.3 26.9 25.3 25.4 27.0 25.1 
16.0 15.9 15.9 15.3 15.7 16.6 
A concentração de AAno fígado e baço aumentou com o aumento do nível de suplementação 
alimentar, atingindo valores próximos de 55 e 70 yg de AA/g de tecido, respectivamente. As 
douradas alimentadas com 100 e 200 mg AA/Kg de dieta apresentavam concentrações em AA no 
fígado e no baço significativamente mais altas do que os outros grupos, e as douradas alimentadas 
com 50 mg/Kg alimento apresentavam uma concentração de AA hepático significativamente 
52 
VITAMINA C E HIPOXIA AGUDA 
maior do que os peixes alimentados sem AA. 0 IHS não se modificou significativamente com o 
nível de AA alimentar, embora se observe uma tendência para este parâmetro diminuir com o 
aumentodeAAno alimento. A glicemia apresentava-se significativamente aumentada nos peixes 
alimentados sem suplemento deAA, quando comparada com os outros grupos. No entanto, não se 
observou qualquer diferença significativa na concentração plasmática de Cortisol entre os 
diferentes tratamentos. 
Tabela 3 .4 . Variação dos níveis deAA no fígado e baço, da glicemia, docortisol plasmático e cb 
IHS em douradas alimentadas com diferentes níveis deAA(n&7; 12 semanas; 26°C; saciedade) 
Nível de AA/Kg Alimento 
0 25 50 100 200 
Ascorbato(^g/g) 
Fígado 
Baço 
3.5*0.8 Ia 
0.5*0.3 5a 
12.6*1.83* 
8 8±3.15a 
24.6*3.54" 
17.5*1.89a 
.." 3 9 * 4 * 5 ^ ; 
53.8*11.99" 
53.6±4.80c 
67.0*12.23b 
IHS 0.96*0.06 0.90*0.08 0.85*0.07 0.84*0.07 0.75*0.04 
Plasma 
Glucose (mg/100 m l ) 
Cortisol (jL/g/100 m l ) 
116.7±9.2b 
53.80*13.14 
81.5*4 7a 
87.89*25.32 
78.1±5.6a 
43.02*13.12 
83.5±7.8a 
40.49*6.19 
85.0*5.3a 
29.38*8.76 
Médias ± EP na mesma linha com expoentes diferentes são significativamente diferentes (P< 
0.05). 
A Tabela 3.5 mostra as concentrações em AA no fígado e baço durante a exposição das 
douradas a hipoxia aguda. Os valores de AA hepático não sofreram alterações significativas 
durante a exposição ao stress, em qualquer dos grupos experimentais. O AA no baço só variou 
significativamente nos peixes alimentados com 25 e 200 mg AA/Kg alimento após 6h de stress 
(250 e208% respectivamente), quando comparado com os valores iniciais. O baço dos peixes 
alimentados com 200 mg AA/Kg alimento apresentava um nível ainda significativamente mais 
elevado(252%) doque o valor inicial, depois de 9h de hipoxia aguda. 
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Tabela 3.5. Níveis de AA(^g/g tecido) no fígado e baço de douradas alimentadas com diferentes 
níveis deAA, durante a exposição a stress de hipoxia aguda(na 7, 26°C, 0D~ 1.2 mg/l). 
AA (mg/Kg 
Alimento) 
Tempo de hipoxia (h) 
0 3 6 9 24 
0 Fígado 3.5±0.81 2.7±0.56 3.1±0.27 3.0+0.47 3.5±0.38 
Baço 0.5±0.35 0.7±0.50 1.8±0.85 2.4±0.78 3.4±1.30 
25 Fígado 12.6±1.83 10.6±0.34 11.8±3.03 11.8-1 .17 7.3±0.79 
Baço 8.8*3,1 5a 7.5*2.1 8a 2 2 . 0 * 5 . 8 1 b 14.4*2 .51 a b 6:5*2.75? 
50 Fígado 24.6±3.54 25.2±4.63 33.1±6.27 23.3±3.55 32.4±4.95 
Baço 17.5±1.89 28.7±4.41 16.9±4.60 35.4±5.97 36.8±10.39 
100 Fígado 39.4±5.39 36.8±2.44 40.4±2.81 38.6±1.48 34.8±4.72 
Baço 53.8±11.99 48.9±6.52 71.3±8.50 91.8±17.29 91.0±14.04 
200 Fígado 53.6±4.80 47.7±4.12 62.9±6.71 47.1±5.40 48.0±4.05 
Baço 67 .0 * 12.2a 87.8±T4.7ab 139.4±23.0b c 168.5*21.6^ 48,6*10,1 5a 
Médias ± EP na mesma inha com expoentes diferentes são significativamente diferentes (P< 
0.05). 
As concentrações plasmáticas de Cortisol apresentaram uma grande variabilidade, o que 
dificultou a análise e interpretação dos resultados. A hipoxia aguda pareceu não afectar 
significativamente a concentração plasmática de Cortisol ao longo do tempo de exposição ao 
stress nos vários grupos, excepto nas douradas alimentadas com 100 mg AA/Kg alimento (Fig. 
3.2) Este último grupo apresentava uma descida significativa do nível de Cortisol, ao fim de9h 
de stress, quandocomparadocomovalor obtido ao fim de24h de exposição. Também é de referir 
ofactodeos peixes alimentados com 25 mg AA/Kg alimento apresentarem às 0 e 3h de hipoxia 
valores de Cortisol médios superiores aos restantes grupos, os quais não eram 
significativamente diferentes dos demais devido à grande variabilidade que apresentavam. Esta 
pode ser o resultado de uma menor rapidez na colecção de sangue (factor de elevada 
importância) neste grupo. 
54 
VITAMINAGE HIPOXIA AGUDA 
Fig 3 .2 . Níveis plasmáticos de Cortisol, durante a exposição a hipoxia aguda, de douradas 
alimentadas com diferentes concentrações de AA 
No que respeita às variações do Cortisol no mesmo intervalo de tempo, entre os grupos 
alimentados com os diferentes alimentos, a mesma figura mostra que, depois de 9h de hipoxia 
aguda, o grupo alimentado sem suplementação em AA apresentava uma concentração de Cortisol 
plasmático significativamente superior à dos restantes grupos. Aofim de24h dehipóxia, onível 
de Cortisol do grupo alimentado sem AA continuava significativamente mais elevado do que o db 
grupo alimentado com 200 mg AA/Kg alimento. Refira-se, também, que os peixes alimentados 
com o alimento sem AA, mostraram uma maior variação dos níveis de Cortisol plasmático do que 
os restantes grupos. 
Aofim de 3h de exposição a hipoxia aguda, todos os grupos apresentavam uma glicemia 
significativamente mais elevada (P< 0.01) do que antes do stress ser iniciado (Fig. 3.3). O 
grupo alimentado sem suplementação em AA apresentava uma glicemia significativamente mais 
elevada, após3h de stress, do que os grupos alimentados com os restantes alimentos. Aofim ce 
6h dehipóxia, este mesmo grupo tinha uma glicemia significativamente inferior aonível inicial 
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e ao apresentado ao fim de3h, o qual subiu gradualmente até atingir o valor inicial. As douradas 
alimentadas com 50 mg AA/Kg alimento apresentaram um segundo pico de glucose ao fim de9h 
de stress, mas após as 24h de stress o seu valor tinha voltado ao normal. 
Fig. 3 .3 . Concentração plasmática da glucose de douradas alimentadas com diferentes níveis efe 
AA, durante o stress de hipoxia. 
3.4. DISCUSSÃO 
Depois de 12 semanas, os grupos de douradas alimentadas com os diferentes níveis ds 
suplementaçãoemAAnão apresentaram diferenças significativas no crescimento, nem nenhum 
deles mostrava sinais nem sintomas de deficiência desta vitamina, tais como cataratas e 
deformações da coluna vertebral e do crâneo. No entanto, outros autores relatam resultados 
diferentes. Ishibashi etal. (1992a) observou redução de crescimento e sinais de deficiência em 
juvenis de peixe-papagaio Japonês, Oplegnathus fasciatus, alimentados com um alimento 
purificado sem AAdurante 8 semanas. Mahajan etal. (1979) obtiveram resultados similares 
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em Channa punctatus, o qual mostrou um decréscimo de crescimento após 2 meses efe 
alimentação com um alimento purificado sem AA. Resultados semelhantes foram descritos para o 
linguado japonês (Paraclichthys olivaceus) (Teshima et ai., 1993), o peixe-gato (Ictalurus 
punctatus) (Lim et ai., 1978; Wilson et ai., 1989), a truta arco-íris (Sato et ai., 1978), o 
salmão coho(Halver et ai., 1969) e a tilápia (Oreochromis niloticus x O. aureus) (Shiau & 
Jan, 1992; Shiau & Hsu, 1995). 
A inexistência de diferenças significativas de crescimento, verificada neste estudo, não 
pode ser atribuída à existência de AA em quantidade significativa nos ingredientes que 
constituem o alimento. Isto porque, os órgãos estudados (fígado e baço) dos peixes alimentados 
com o alimento sem suplemento de AA, têm concentrações extremamente baixas (Tabela 3.5) 
desta vitamina. No entanto, é provável que as douradas tivessem um nível inicial de M 
armazenado nos tecidos suficientemente elevado para permitir a manutenção das funções 
fisiológicas normais durante o período experimental. 
Ligeiras alterações noIHS foram observadas durante o stress, sendo estas mais evidentes 
nas douradas alimentadas com o alimento não suplementado. Estas alterações não são, no 
entanto, significativas epodemser explicadas por alterações transitórias do fluxo sanguíneo ob 
fígado, como consequência da resposta fisiológica aostress. 
No presente estudo, as concentrações em AA no fígado e baço da dourada reflectem os 
níveis alimentares de suplementação. O mesmo tipo de resultado foi obtido por diversos autores 
em diferentes espécies de peixes ( Boonyaratpalin et ai., 1992; Cho et ai., 1993; Dabrowski et 
ai, 1990; Lim & Lovell, 1978; Sato et ai., 1978; Shiau & Hsu, 1995; Thompson et ai., 
1993). O conteúdo do fígado em AA dos peixes é, geralmente, considerado com um indicador cb 
seu estado nutricional, em termos de AA (Gabaudan et ai., 1992; Sandnes & Waagbo, 1 991 ; 
White et al., 1 993) e tem sido descrito com um indicador fisiológico de stress (Wedemeyer & 
Yasutake, 1977; Wedemeyer & McLeay, 1981; Thomas, 1990; Thomas et al., 1982). No 
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entanto, no presente estudo, a exposição da dourada a stress de hipoxia aguda, por um período efe 
24 h, não revelou nenhumas alterações relevantes do conteúdo hepático em AA. Estes resultados 
estão de acordo com observações anteriores efectuadas em dourada exposta a um ambiente 
hipossalino durante 24 h (Henrique et ai., 1996), embora o mesmo estudo tenha evidenciado 
um decréscimo significativo deste parâmetro quando a dourada era submetida a stress de baixa 
profundidade de água no tanque durante 3 h. Também Gouillou-Coustans & Guillaume (1993) 
em rodovalho ( Scophethalmus maximus) sujeito a um factor de stress não específico por um 
longo período, não observaram qualquer alteração significativa, ao longo do tempo, da 
concentração hepática em AA. Thomas et a/. (1982) verificou uma diminuição doteoremAAno 
fígado do mugem exposto a elevadas concentrações de cádmio (stress de poluição). Mais tarde, o 
mesmo autor (Thomas, 1 984), num estudo envolvendo a mesma espécie mas utilizando, desta 
vez, factores de stress ambiental não obteve alterações crónicas significativas do AA do fígado. 
Como consequência destes resultados, Thomas (1984) formulou a hipótese de o teor em AA db 
fígado não ser provavelmente afectado por factores de stress ambientais físicos. O presente 
estudo sugere o mesmo tipo de relação, isto é, que o envolvimento do AA hepático na resposta 
fisiológica ao stress dependedotipo de stress ao qual os peixes são sujeitos. 
Por outro lado, algumas alterações significativas da concentração de AA no baço durante a 
exposição ao stress foram encontradas. Após 6 h de exposição a hipoxia aguda, as douradas 
alimentadas com 25 e 200 mg AA/Kg alimento apresentavam níveis de AA no baço 
significativamente superiores aos níveis iniciais (anteriores ao início do stress). Resultados 
semelhantes foram observados por Henrique et ai. (1 996) em Sparus aurata. Foi, então, posta a 
hipótese, agora mais sustentada pelos resultados deste estudo, de que os aumentos nos níveis efe 
AAno baço serem devidos a fenómenos de sequestro e libertação de leucócitos (as células com a 
concentração de AA mais elevada do organismo) por parte do baço. Segundo Bender (1992), os 
leucócitos humanos possuem uma grande capacidade de acumulação de AA. Apesar de tal não estar 
confirmado nos peixes, é razoável admitir o mesmo tipo de comportamento por parte dos 
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leucócitos destes. Também se evidenciou que os leucócitos dos teleosteos se acumulam no baço, 
entre outros órgãos, por períodos transitórios de tempo (Ellis & de Sousa, 1974), bem como o 
stress provoca linfocitopenia (Ellis, 1981). Uma vez que a linfocitopenia nos mamíferos é 
devida ao sequestro de linfócitos T circulantes pela medula óssea e pelos nódulos linfáticos 
(Pearson etal., 1978), é possível prever a existência de um mecanismo semelhante nos peixes, 
sendo, neste caso os linfócitos sequestrados pelo baço, já que estes não possuem medula óssea. 
Os níveis de Cortisol e glucose plasmáticos são geralmente usados como indicadores cê 
resposta primária e secundária ao stress, respectivamente, sendo muito usados como 
indicadores para determinar a duração e severidade do stress (Carmichael etal., 1984; Fios et 
ai., 1988; Henrique etal., 1996; Hopkins etal., 1992; Hunn etal., 1991; Mazeaud et ai., 
1977; McDonald et ai., 1993a; McDonald & Robinson, 1993b; Thomas et ai., 1980; Thomas & 
Robertson, 1991; Wedemeyer & McLeay, 1981; Wedemeyer & Yasutake, 1977). Durante a 
exposição à hipoxia aguda não se verificaram alterações significativas da concentração 
plasmática decortisol, excepto no caso dos peixes alimentados com 100 mg AA/Kg alimento, os 
quais apresentavam concentrações de Cortisol significativamente mais baixas ao fim de 9 h ce 
stress do que após 24 h de hipoxia. A não observação de picos de Cortisol foi, provavelmente, 
devida ao facto de o primeiro intervalo ser demasiado grande, pois o pico decortisol aparece 
antes dopico deglicémia, acontecendo por vezes que, quando este último é observado, já o nível 
decortisol baixou (Sandnes& Waagbo, 1991). Barton etal. (1988) mostraram em salmão 
chinook ( Oncorhynchus tshawytscha) que o Cortisol aumentava significativamente 1 h após 
stress de manuseamento aplicado durante 30 seg., baixando novamente ao fim de 3h. De facto, 
Leach& Taylor, 1 980 sugeriram que os níveis decortisol plasmático do Fundulus heteroclitus 
funcionam durante o stress para sustentar a elevação da glicemia. Se esta hipótese for real para 
as restantes espécies de peixe, não poderiam ser encontrados picos de Cortisol nos restantes 
intervalos de tempo de hipoxia no presente estudo, dadoque a partir das 6 h de stress os valores 
regressaram aovalor inicial e assim se mantiveram atéaofinal. 
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Os peixes alimentados com o alimento não suplementado com AA mostraram uma 
tendência para aumentarem a concentração de Cortisol plasmático com a exposição à hipoxia e, 
ao fim de9 h apresentavam valores significativamente superiores decortisol doque as douradas 
alimentadas com qualquer dos outros alimentados. Depois de 24 h de stress os primeiros 
apresentavam valores de Cortisol ainda superiores aos dos peixes alimentados com 200 mg 
AA/Kg alimento. Estes resultados sugerem uma melhor regulação da concentração do Cortisol 
plasmático por parte dos peixes alimentados com suplementação de AA, quando comparados com 
os alimentados com alimento não suplementado, apontandopara a existência de um papel doAAno 
metabolismo das hormonas corticosteroides. De facto, os peixes alimentados com 0 mg AA/Kg 
alimento mostraram uma maior variação deste parâmetro e os peixes alimentados com 200 mg 
AA/Kg alimento aparentam estar mais protegidos contra o stress, dado apresentarem o valor 
mais baixo decortisol. É ainda de salientar o facto ce as concentrações de Cortisol em repouso 
observadas neste estudoserem muito elevadas (30 a65/yg/100 ml) quando comparadas com os 
valores obtidos noutras espécies, especialmente salmonídeos, sendo encontrados valores 
semelhante apenas no robalo (Planas et ai., 1990). 
A Tabela 3.4 mostra que as douradas alimentadas com o alimento não suplementado com 
AA têm uma glicemia, em repouso, significativamente mais elevada do que as douradas 
alimentadas com suplementação de AA. Este primeiro grupo também mostra maior variação 
deste parâmetro ao longo do período de exposição à hipoxia (Fig. 3.3), apresentando, ao fim efe 
24 h destress, o mesmo valor inicial deglicemia, oqual é, novamente, significativamente mais 
elevado doque o dos restantes grupos (P< 0.01 ). Estes resultados contradizem a hipótese de este 
grupo ter sido sujeito a uma qualquer forma de stress antes do início do período de hipoxia, 
apontando, antes, para os valores inicial e final deglicemia como sendo os níveis normais. Este 
resultados sugerem a existência de uma interferência do AA no metabolismo da glucose. Não 
foram encontrados quaisquer resultados semelhantes em trabalhos relacionados com stress e M 
de outros autores nesta ou noutras espécies de peixe. Desta forma, os resultados obtidos 
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necessitam de investigação mais aprofundada. A observação da elevação significativa da glicemia 
(hiperglicemia) ao fim de 3h de hipoxia, demonstrou que esta foi, de facto, uma condição 
stressante para a dourada. 
Em conclusão, a hipoxia aguda actuou como um factor de stress (indução efe 
hiperglicemia), mas não mostrou ter qualquer influência nas reservas de AAdo fígado e baço. A 
ausência de suplementação em AA apontou, no entanto, para a existência de um papel deste no 
metabolismo da glucose, ao produzir nos peixes alimentados sem suplementação uma 
hiperglicemia independente da acção de stress. 
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4. EFEITO DO ÁCIDO ASCÓRBICO ALIMENTAR E DO STRESS DE 
HIPOXIA INTERMITENTE NO CRESCIMENTO E NAS RESERVAS DE 
VITAMINA C DA DOURADA 
4.1. INTRODUÇÃO 
Os peixes marinhos e de água doce aparentam ter predisposição para a deficiência em AA, 
caso esta vitamina não seja incluída na sua alimentação ( Alexis et al., 1997; Boonyaratpalin, et 
ai., 1992; Coustanseta/., 1990; Dabrowski etal., 1996b; Eya, 1996; Kitamura etal., 1965; 
Lim & Lovell, 1978; Martins, 1995; Martins etal., 1995). Ao contrário da maior parte dos 
vertebrados superiores, a maior parte dos peixes é incapaz de biosintetisar ácido ascórbico. O 
síndrome de deficiência em A A nos peixes foi descrito inicialmente por Kitamura etal. (1 96 5), 
que mostrou ser similar ao escorbuto dos vertebrados superiores que não fazem a biossíntese 
desta vita mina, como é o caso dos humanos. 
O AA actua como um agente antioxidante e está primariamente envolvido na produção efe 
colagéneo. Também actua como co-factor em muitas reacções de hidroxilação e tem um papel 
importante na biossíntese da carnitina, norepinefrina e certos peptidos neuroendócrinos. Deste 
modo, o fornecimento alimentar inadequado desta vitamina aos peixes resulta em diminuição db 
crescimento, alterações histopatológicas principalmente relacionadas com a debilitação da 
síntese do colagéneo (Halver, 1972; Wilson et ai., 1973). No entanto, os requisitos 
alimentares de AA podem depender da idade, do tamanho e da taxa de crescimento do peixe, 
diminuindo com o aumento da idade edotamanho do peixe e aumentando com o aumento da taxa efe 
crescimento ( Dabrowski etal., 1993; Hilton etal., 1978), bem como de outros compostos ta is 
como o cálcio, o ferro e os metais pesados ( Hilton, 1984), stress e condições sanitárias efe 
cultura. Alguns autores demonstraram que peixes alimentados com alimentos sem 
suplementação de AA apresentavam funções imunes alteradas quando na presença de organismos 
patogénicos(Schwager etal., 1998; Verlhac etal., 1992). 
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Em relação ao papel do AA na resposta fisiológica ao stress e à alteração dos seus 
requisitos quando os peixes estão sujeitos a factores de stress, os resultados apresentados na 
bibliografia não são concordantes. Os primeiros estudos evidenciaram a existência de uma 
depleção das reservas de AA no fígado e rim como resposta ao stress (Thomas et a/., 1 982; 
Wedemeyer, 1 969). No entanto, estudos mais recentes não evidenciaram tal depleção em peixes 
expostos a factores de stress (Gouillou-Coustans & Guillaume, 1993; Li et ai, 1993). No que 
respeita ao stress de hipoxia, a autora não encontrou diferenças significativas na concentração 
de AA do fígado da dourada antes, durante e após a exposição a hipoxia agudadurante 24 h, apesar 
de existirem flutuações temporais deste parâmetro (Capítulo 3) . 
O objectivo do presente estudoé avaliar o efeito do nível de suplementação alimentar em 
AA na performance do crescimento e nas reservas de AA da dourada exposta a stress 
intermitente. Este estudo vem no seguimento do anterior e pretende, por um lado, aproximar 
cadavezmais onível de suplementação em AA aos requisitos reais e, por outro lado, verificar se 
o aumentoda intensidade do stress dehipóxia porá, então, em evidencia um possível papel d o M 
na resposta fisiológica da dourada ao stress dehipóxia. 
4 .2. MATERIAL E MÉTODOS 
Juvenis de dourada com um peso médio de 1,5 ± 0,3 g foram obtidos numa maternidade 
comercial (Tinamenor, Espanha). Grupos de 68 peixes foram pesados e distribuídos por 1 8 
tanque de fibra de vidro com uma capacidade de 300 I, os quais são parte integrante de um 
sistema semi-fechado (100% renovação da água/ dia - Fig. 4.1 ), e mantidos a 23°C com um 
fotoperíodode 12 h dia/12 h noite. 
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Fig. 4 . 1 . Esquema do sistema experimental utilizado no estudo da influência do ácido ascórbico 
na resposta à hipoxia aguda. 
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O alimento base foi formulado de acordo com os requisitos estimados para o crescimento 
normal da dourada, como indicado no Capitulo 2 (Tabela 2.1), sendo este fabricado com um 
premix vitamínico semAA, sendo este adicionado em diferentes quantidades aos vários alimentos 
experimentais. A partir deste alimento base, foram feitos 3 alimentos experimentais com as 
seguintes concentrações de AA:0, 50 e 100 AAeq/Kg alimento, usando AA protegido soba forma 
polifosfatada (Rovimix Stay-C 25, Hoffman La Roche, Suíça). Depois de granulados, os 
alimentos foram armazenados a 4°C durante todoo período experimental. 
Cada um dos alimentos experimentais foi distribuído manualmente até à saciedade, 3 
vezes por dia, a seis grupos de peixes: 3 grupos control e 3 grupos de stress de hipoxia 
intermitente. Uma vez por semana, num dia aoacasoe após a última distribuição de alimento, os 
grupos stress alimentados com os diferentes alimentos foram sujeitos a hipoxia, enquanto os 
grupos control foram mantidos em normóxia. A hipoxia foi produzida pela paragem da adução ce 
água ao tanque e pela redução simultânea da aerificação. Uma vez atingido o valor de 25 % efe 
saturação deOD, o fornecimento de água e ar foram restabelecidos, permitindo a normalização 
doOD. 
No início, após 4, 8, 12 e 13 semanas de experiência os peixes foram pesados, 
procedendo-se nesse momentoa uma limpeza mais profunda dos tanques e do sistema em geral. 
Na semana 10 e 12 da experiência procedeu-se à ministração de um tratamento anti-parasítico 
usando, para o efeito, triclorfão (Neguvon, Bayer) a uma concentração de 10 ppm durante 1 h. 
Estes tratamentos foram efectuados devido ao facto de ter sido detectada a presença do parasita 
branquial Diplectanum aequans, o qual se manifestou através de um aumento da mortalidade dos 
peixes alimentados com o alimento não suplementado com AA. Ao fim de 13 semanas efe 
experiência e devido ao reaparecimento das mortalidades bem como ao desenvolvimento efe 
sintomas de escorbuto nas douradas alimentadas sem suplementação de AA, o estudo foi 
interrompido. Neste momento, tal comojá tinha sido feito no início da experiência, foi recolhido 
um grupo de 5 peixes de cada tanque para se efectuar as analises de composição corporal. 
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Também foram recolhidos fígado, rim anterior e baço de outros 5 peixes de cada tanque para 
análise doseuconteúdoemAA. 
A composição corporal e as análises químicas dos alimentos foram determinadas 
conforme o descrito pelo AOAC(1983) e que se encontra descrito no capítulo 2. Para medir o 
teor em AA nos tecidos recolhidos, estes foram homogeneizados em HP03 a 5%, conforme o 
descrito no capítulo 2, sendo depois utilizado o métodode Bourgeois et al. (1 989). 
Osdadosrecolhidos foram analisados utilizando a ANOVAa 2 factores para determinar o 
efeito dos tratamentos (teor de AA no alimento e stress de hipoxia), seguida de contraste à 
posteriori com o teste de comparação múltipla deTukey (Tukey, 1949). 
4.3 RESULTADOS 
A análise química dos alimentos experimentais não revela a existência de diferenças 
significativas na sua composição (Tabela 4.1). 
Tabela 4 . 1 . Composição química dos alimentos experimentais. 
Nível de AA/Kg Alimento 
0 50 100 
Matéria Seca(%) 93.0 93.0 92.7 
Proteína Bruta (Nx6.25, % MS) 46.4 46.5 46.5 
Gordura Bruta (% MS) 13.0 13.2 13.1 
Energia Bruta (kj/g MS) 20.3 20.3 20.2 
Cinzas (% MS) 10.6 10.5 10.8 
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A Tabela 4.2 apresenta os resultados obtidos no que respeita ao crescimento, 
sobrevivência. O PMF, a TCE e o CEP eram significativamente menores nos peixes alimentados 
com o alimento deficiente em AA, quandocomparados com os peixes alimentados com os alimentos 
suplementados com AA. No entanto, não se verificou qualquer efeito do stress de hipoxia sobre 
estes parâmetros. A Tabela 4.2 mostra ainda a composição corporal das dourada sujeitas aos 
diferentes tratamentos. Como se pode observar, nem o nível de suplementação alimentar de M 
nem o stress de hipoxia alteraram significativamente a composição corporal das douradas. 
30 -, 
/x —d—0 mg AA/Kg Control 
0 mg AA/Kg Stressed /ff 25 —)§£—50 mg AA/Kg Control 
-—ts— 50 mg AA/Kg Stressed ,/yf O™ 100 mg AA/Kg Control 
—X—100 mg AA/Kg Stressed / 
" - 20 / jfl? 
/ /í* *-> /S' CS 
/ ás VJ* - /'' À "D O -/^r/-CD &sy c x0<y ro 03 ■d^fí^y 2 10 
y^' 5 -
> 
1 1 1 1 i i V t i l l i ' 1 
0 2 4 6 8 10 12 14 
Time (weeks) 
Fig. 4 .2 . Crescimento de dourada alimentada com diferentes níveis de suplementação de AA e 
sujeitas a stress de hipoxia intermitente. 
As curvas de crescimento (Fig. 4.2) mostram que as douradas alimentadas com o 
alimento deficiente em AA começaram a diminuir o seu crescimento após 10 semanas efe 
experiência, mas esta diferença só se tornou significativa ao fim das 13 semanas efe 
69 
VITAMINA C E HIPOXIA INTERMITENTE 
crescimento. Entre as 12 e as 13 semanas o crescimento dos peixes alimentados sem AAdo grupo 
control quase parou e o do grupo stress mostrou mesmo uma ligeira perda, não significativa, cb 
PMF. Esta figura mostra também uma tendência do grupo control alimentado com 100 mg M 
eq/Kg de alimento para ter um crescimento superior ao dos outros grupos alimentados com AA, 
embora este resultado não seja significativo. 
Fig. 4 .3 . Mortalidade cumulativa de dourada alimentada com diferentes níveis efe 
suplementação de AAe sujeitas a stress de hipoxia intermitente. 
A Tabela 4.2 mostra, também, a existência de um aumento significativo da mortalidade 
nos grupos control e stress alimentados sem suplementação de AA, comparada com os restantes 
grupos. Apesar de o grupo stress alimentado sem AA ter uma mortalidade inferior ao respectivo 
control, esta diferença não é significativa, devendo-se ao facto de um dos tanques control 
apresentar uma mortalidade muito elevada em comparação com os outros 2 tanques. Caso o valor 
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de mortalidade deste tanque não fosse utilizado para os cálculos, sendo considerado como um 
valor extremo ("outsider"), a taxa de mortalidade seria idêntica para ambos os grupos, control 
e stress. 
A Fig. 4.3 mostra a mortalidade cumulativa dos vários grupos experimentais, 
evidenciando um aumento deste parâmetro, tanto no grupo control como no grupo stress 
alimentados com o alimento sem suplementação de AA, entre as 8 e as 12 semanas, aumento esse 
que continuou durante a 13a semana de ensaio, como se pode verificar pela análise dos gráficos 
da mortalidade não cumulativa (Fig. 4.4). O aumento de mortalidade nos dois grupos 
supracitados, teve início na 9a semana de experiência, altura em que se procedeu à amostragem 
dealguns animais moribundos para se proceder a um estudo patológico para identificar o agente 
responsável pelo aumento da mortalidade. Neste estudo foi encontrado apenas um parasita 
branquial, positivamente identificado como sendo o Diplectanum aequans (Monogenea). Neste 
momento, os peixes alimentados sem AAnão apresentavam quaisquer sinais de escorbuto. Dado 
que o circuito experimental era semi-fechado (com recirculação), concluiu-se que este estaria 
todocontaminado, desde os tanques de crescimento aos filtros, pelo que foi decido proceder-se à 
ministração de um banho terapêutico com triclorfão (10 ppm durante Ih - Neguvon, Bayer), o 
qual teve lugar no início da 10a semana, resultando numa diminuição da mortalidade nos grupos 
afectados. No entanto, ao fim das 12 semanas de ensaio e após a pesagem dos peixes, a 
mortalidade voltou a aumentar nos grupos alimentados sem suplementação de AA, continuando 
estável nos restantes grupos, apesar deter sido ministrado mais um banho com triclorfão após a 
pesagem. Também, durante a 13a semana estes mesmos grupos começaram a mostrar sinais efe 
escorbuto, tais como cataratas, erosão das barbatanas e perda de apetite. Optou-se então pela 
paragem do estudo. 
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Fig. 4.4 . Mortalidade não cumulativa da dourada alimentada com diferentes níveis efe 
suplementação em AA e sujeitas a stress de hipoxia intermitente, w - Tratamento anti 
parasitário (triclorfão: 10 ppm durante 1 h). 
As concentrações em AA no fígado, rim cefálico e baço reflectem o nível alimentar desta 
vitamina (Tabela 4.3). O rim cefálico foi o órgão que apresentou a concentração mais elevada efe 
AA, comparada com os outros órgãos para um mesmo nível alimentar deAA, sendo esta diferença 
mais evidente nos peixes alimentados com 100 mg AA/Kg alimento. No caso dos peixes 
alimentados sem suplementação de AAa concentração de AAno rim cefálico e no baço não era 
detectável devido a esta ser muito baixa e ao facto de estes dois órgãos serem demasiado pequenos 
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para permitirem uma amostra mais concentrada, como aconteceu com o fígado. Os grupos stress 
e control alimentados com o mesmo nível de AA não apresentaram diferenças significativas na 
concentração de AA nos vários órgãos, apesar de os primeiros apresentarem sempre valores 
ligeiramente mais baixos doque os segundos. 
Tabela 4 . 3 . Efeito do nível de suplementação em AA e do stress de hipoxia intermitente na 
concentração de AA no fígado, rim cefálico e baço (n=l 5; 13 semanas; 2 3°C; saciedade).  
Concentração AA nos tecidos (/vg/g) 
Nível AAno alimento (mg AA/Kg) Fígado Rim cefálico Baço 
0 
50 
100 
Control 
Stress 
Control 
Stress 
Control 
Stress 
ANOVA* 
1.31±0.62a N.D. N.D. 
1.00+0.563 N.D. N.D. 
52.3716.20" 54.7213.74a 37.1316.47a 
40.74+6.46" 46.4212.82a 32.9817.79a 
87.90110.30c 115.5219.52" 91.0714.30" 
80.08111.07fc 103.38111.76" 82.74+1.93" 
X X X 
N.D.: Não detectável. 
Médias ± Erro Padrão (EP) na mesma coluna com expoentes diferentes são significativamente 
diferentes (P< 0.05). 
* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito 
significativo da interacção entre o teor em AA no alimento e o stress. 
4 .4 . DISCUSSÃO 
Adiminuição da taxa de crescimento é considerada como um sinal primário da deficiência 
em AA, sendo observado em muitos estudo sobre a vitamina C, nomeadamente em Channa 
punctatus (Mahajan & Agrawal, 1979), em peixe-gato (Dabrowski,et ai., 1996b; Li et ai., 
1993; Mazik et ai., 1987; Phromkunthong et ai., 1997) e truta arco-íris, Oncorhynchus 
mykiss, (Ikeda, 1992). No presente estudo, também foi observada uma diminuição cb 
crescimento de dourada alimentada com 0 mg AA/Kg alimento ao fim de 13 semanas efe 
crescimento, acompanhada do aparecimento de sinais exteriores de escorbuto (cataratas, erosão 
das barbatanas), simultaneamente nos grupos control e stress, o que sugere que o stress não 
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acelerou o processo de desenvolvimento do escorbuto. Esta hipótese é apoiada pelos valores da 
concentração do AA no fígado, os quais não são significativamente diferentes entre o grupo 
control e stress. 
Depois de 8 semanas de ensaio, observou-se um aumento significativo da mortalidade dos 
grupos control e stress alimentados sem suplementação de AA A princípio atribuiu-se esta 
mortalidade directamente à ausência de suplementação alimentar em AA. No entanto, tanto os 
peixes mortos como os vivos destes grupos, tinham uma aparência normal, sem sinais efe 
deficiência em AA aparentes, tais como redução do crescimento e perda de apetite, primeiros 
sintomas desta doença. Cho & Cowey(1993) observaram algo semelhante em truta arco-íris, 
estudo no qual os peixes alimentados sem suplementação de AA apresentavam mortalidades 
acrescidas, em comparação com os peixes alimentados com suplementação de AA, apesar efe 
apresentarem um aspecto normal. Estes autores efectuaram observações post-mortem dos 
peixes afectados não descobrindo qualquer explicação para o sucedido. No presente estudo, 
optou-se por um exame patológico em peixes moribundos, o qual revelou a presença de um 
parasita branquial, identificado como sendo o Monogenea Diplectanum aequans, não se 
encontrando nenhum outro agente infeccioso nem alterações internas atribuíveis à deficiência de 
AA. Formulou-se, então, a hipótese de o aumento de mortalidade se dever à interacção entre a 
ausência de suplementação alimentar em AA e a presença do parasita, dado que os grupos 
alimentados com AAnão apresentavam mortalidades tão elevadas, apesar de estarem igualmente 
sujeitos ao contactocom o parasita. Esta hipótese foi mais apoiada pela observação da diminuição 
da mortalidade depois da ministração do tratamento anti-parasitário. No entanto, a mortalidade 
nestes dois grupos (com deficiência alimentar em AA) voltou a aumentar na 13a semana, não 
sendo, nesta altura, eficiente o mesmo tratamento anti-parasitário. Nesta altura, observou-se 
que os peixes deste grupo apresentavam falta de apetite e, consequentemente, diminuição cb 
crescimento, acompanhados dos primeiros sinais anatómicos exteriores de escorbuto (cataratas, 
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erosão das barbatanas, etc.)- Atribuiu-se, neste momento, este novo aumento de mortalidade 
principalmente ao escorbuto. 
O parasita Diplectanum aequans provoca normalmente mortalidades significativas nos 
peixes (Cecchini et ai., 1998), sendo possível que no estudo presente, a falta de AA tenha 
também diminuído a resistência da dourada e, consequentemente, levado à diferença na taxa efe 
mortalidade observada entre os peixes alimentados com e sem suplementação de AA. Martins, 
1998 mostrou que os peixes Piaractus mesopotamicus, quando alimentados com um alimento 
sem suplementação de AA, apresentavam um maior numero de parasitas da espécie 
Anachanthorus penilabiatus, um Monogenea que parasita as branquias. Wahli et ai. (1986) 
evidenciou um aumento da resistência da truta arco-íris ao parasita Icthyophthiríus multifiliis 
quando esta era alimentada com alimentos suplementados com AA. Mais tarde, o mesmo autor 
(Wahli et ai., 1995) demonstrou, num estudo similar, que a truta arco-íris alimentada com 
níveis elevados de AA (2000 mg/Kg alimento) apresentava uma diminuição significativa da 
mortalidade quando infectada com o parasita /. multifiliis. 
A concentração de AA no fígado, rim cefálico e baço da dourada reflectiram os níveis 
alimentares desta vitamina, tal como foi observado noutras espécies, como a carpa comum 
(Dabrowska etal., 1991); atilápia Oreochromis spirulus (Al-Amoudi et ai., 1992), o robalo 
Lates calcarifer ( Boonyaratpalin etal., 1992); truta arco-íris (Cho & Cowey, 1993; 
Dabrowski etal., 1996a) e salmão atlântico Salmo sa lar (Waagb0 etal., 1996). Embora os 
grupos stress apresentassem uma concentração em AA sistematicamente inferior à dos 
respectivos grupos control, esta diferença não era significativa. A diminuição das reservas 
corporais deAA, principalmente as do fígado, tem sido apontada como uma resposta ao stress 
(Thomas, 1990; Thomaseta/., 1982; Wedemeyer, 1969; Wedemeyer& Yasutake, 1977). No 
entanto, vários outros estudos não mostraram diminuição significativa da concentração de AA no 
fígadoerim de peixes sujeitos a stress, tal como o presente estudo. Ishibashi etal. (1992b), 
num ensaio com peixe-papagaio Japonês alimentado com diferentes níveis de suplementação em 
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AAe sujeito a hipoxia intermitente, não encontrou diferenças significativas na concentração efe 
AA no fígado e rim entre os grupos contrai e stress alimentados com o mesmo alimento. No 
capítuio anterior deste trabaiho (Capítuio 3) também não foram encontradas diferenças 
significativas na concentração de AA no fígado e baço de dourada antes e depois de ser sujeita a 
hipoxia aguda. Também em rodovalho ( Scophthalmus maximus), sujeito a stress efe 
esvaziamento dotanque de crescimento seguido de exposição ao ar atmosférico durante 2 min. em 
dias alternados durante 50 dias, não se encontraram diferenças significativas da concentração 
em AA no fígado e piasma (Gouiliou-Coustans & Guillaume, 1993). Outros estudos em salmão 
atlântico (Sandnes & Waagbo, 1991; Thompson et ai., 1993) e peixe-gato (ictalurus 
punctatus) (Li et ai., 1998) reportam resultados semelhantes. 
Do acima exposto, conclui-se que a diminuição do AA de órgãos como o fígado, rim ou 
baço, não é uma característica constante da resposta fisiológica dos peixes à presença de stress. 
Este estudo mostra que o estatuto em AA não foi claramente influenciado, independentemente cb 
nível de suplementação alimentar, pelo stress de hipoxia intermitente. Também evidencia o 
facto de os requisitos em AAda dourada, alimentada com dietas composta à base de farinha efe 
peixe e suplementadas com 50 ou 100 mg AA/Kg, não serem aumentados pela exposição a 
hipoxia intermitente. Pode-se concluir, então, que as recomendações do NRC (1993) para os 
salmonídeos em termos de crescimento e sobrevivência máximos (50 mg AA/Kg alimento) 
satisfazem os requisitos da dourada sujeita a condições de hipoxia nas condições experimentais 
deste estudo. Isto podesignificar que a resposta fisiológica à hipoxia intermitente não requer a 
intervenção do AA, ou que a intensidade e severidade da hipoxia não é suficientemente 
importante para evidenciar a acção do AA, ou que o alimento fornece AAem quantidade suficiente 
para cobrir as necessidades aumentadas peio stress, mascarando assim a sua utilização. Li et ai. 
(1998) também concluiu que o stress deconfinamento não alterava o estatuto em AAdo peixe-
gatoe que 50 mg de AA/Kg alimento (recomendação NRC) eram suficientes para o crescimento 
normai, resistência a stress e a doenças desta espécie. No presente estudo foi, também, mostrado 
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fortuitamente que o AA pode ter um papel protector contra o parasita Diplectanum aequans, 
presente no sistema de cultura. Finalmente, é importante estudar em maior profundidade a 
relação entre o AA e a resposta ao stress de hipoxia, alterando a intensidade deste factor efe 
stress para tentar evidenciar a hipotética acção do AA 
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5. EFEITO DO ÁCIDO ASCÓRBICO ALIMENTAR E DO STRESS DE 
HIPOXIA CRÓNICA NO CRESCIMENTO E NAS RESERVAS DE VITAMINA 
C DA DOURADA 
5.1. INTRODUÇÃO 
A maior parte dos vertebrados é capaz de sintetizar ácido ascórbico de novo no fígado ou 
rim, a partir da glucose (Chatterjee, 1973; Chatterjee, 1978; Chatterjee et ai., 1975). Esta 
síntese envolve a enzima L-gulonolactona oxidase (GLO), sendo a impossibilidade de síntese de 
AAem algumas espécies devia à ausência desta enzima. Muitas espécies de peixes marinhos são 
susceptíveis de apresentar sintomas efe deficiência em AA( Alexis et al., 1997; Coustans et ai., 
1986; Fournier et ai., 2000; Võlker et ai., 1994; Wilson, 1973; Woodward, 1994) devido à 
ausência de actividade da enzima GLO (Maeland & Waagbo, 1998), pelo que dependem <±> 
fornecimento alimentar desta vitamina. 
A concentração de OD é um factor limitante em aquacultura e actua como um factor efe 
stress sobre o metabolismo dos peixes. O robalo ( D. labrax) exposto a um nível de 40% da 
saturação de OD apresentou uma redução do consumo alimentar e, consequentemente, cb 
crescimento, bem como um índice de condição inferior ao dos peixes mantidos em normóxia 
(86% OD) (Thetmeyer et ai., 1 999). Resultados semelhantes foram obtidos em salmão coho, 
Oncorhynchus kisutch, (Herrmann et ai, 1962) e na tilápia do Nilo, Oreochromis niloticus, 
(van Dam et ai., 1996; van Dam et ai., 1995). Quando os peixes são sujeitos a condições efe 
hipoxia, eles respondem fazendo ajustamentos fisiológicos e bioquímicos (Val et ai., 1998). van 
denThillart et ai. (1994) observou em linguado, Solea solea, que este respondia a condições efe 
hipoxia diminuindo a sua taxa metabólica de repouso, aumentando a glucose plasmática e o 
sedimento sanguíneo (indicação de um aumento numérico do número de células sanguíneas). 
Rantin et ai. (1996) mostrou que o tambaqui, Colossoma macropomum, aumentava a sua 
frequência respiratória e pressão intrabucal quandosujeito a hipoxia. 
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A relação entre o estatuto vitamínico de AA dos peixes e a sua capacidade para fazer face a 
factores de stress tem sido estudada, no entanto, esta não é ainda totalmente clara. Alguns 
autores referem uma diminuição dos teores em AAem alguns órgãos comoo fígado e rim (Felton 
et ai., 1998; Thomas et ai., 1982; Wedemeyer, 1969), enquanto outros não observaram 
qualquer alteração doestatuto vitamínico em peixes sujeitos a stress (Li et ai., 1998; Sandnes 
& Waagb0, 1991). 
O objectivo deste estudo é evidenciar uma eventual relação entre a exposição a stress 
crónico de hipoxia e o estatuto vitamínico em AA da dourada, alimentada com alimentos 
compostos e suplementados com níveis de AA iguais ou inferiores às recomendações do NRC 
(1993) para salmonídeos. 
5.2. MATERIAL E MÉTODOS 
Foram obtidos juvenis de dourada com um peso médio de 1.76 ± 0.02g, numa 
maternidade comercial (Ferme Marine de Douher, França), os quais foram distribuídos, em 
grupos de 40 peixes, por 24 tanques de 50 I. Foram manufacturados 4 alimentos, formulados efe 
acordo com a Tabela 2.1, diferindo apenas no nível desuplementaçãoem AA:0, 10, 25 e 50 mg 
AA Kg/alimento. Estes valores foram escolhidos em função das recomendações do NRC (1993) 
para salmonídeos, as quais são de 50 mg AA/Kg alimento, valor que foi utilizado comoo máximo. 
Cada um dos alimentos foi distribuído por 6 tanques, 3 vezes por dia manualmente durante a 
semana e por distribuidor automático no fim-de-semana. Os peixes foram alimentados com uma 
ração que variou entre os 7%, no início doestudo, eos5% dopesovivo, no final da experiência, 
quantidade esta calculada em função da saciedade dos peixes expostos a stress, a qual é inferior 
aos peixes controlo. 
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Fig. 5 . 1 . Esquema dosistema experimental utilizado no estudo da influência do ácido ascórbico 
na resposta à hipoxia aguda. 
A decisão de alimentar os peixes com uma ração igual para todos, em vez de os alimentar 
até à saciedade visual, foi tomada para permitir que todos os indivíduos alimentados com o 
mesmo alimento recebessem a mesma quantidade de AAe também para que os grupos alimentados 
com os diferentes alimentos recebessem a mesma proporção de AA em relação à quantidade 
existente no alimento. Desta forma, eventuais alterações do estatuto vitamínico poderiam ser 
atribuídas à aplicação dostress dehipóxia. 
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Três dos seis tanques alimentados com o mesmo alimento foram mantidos em normóxia, 
com 90 ± 5% deOD (control), e os restante 3 foram postos em hipoxia, 55±5% OD (stress), 
durante todo o período experimental, o qual teve a duração de 8 semanas. A hipoxia foi 
conseguida através da difusão contínua de azoto num sistema de contra-corrente, usando 3 
colunas de PVC, conforme se pode ver na Fig. 5.Z Este sistema foi construído de acordo com o 
descrito por Bennett et a/., 1 995 e aperfeiçoado por Pichavant et ai., in press. 
Os peixes foram mantidos em circuito aberto a 22°C, com um fotoperíodo de 12h 
dia/12h noite, e com um fluxo de renovação de água de 21/min durante as primeiras 4 semanas 
e de 41/min durante o resto do ensaio. A mortalidade foi registada diariamente e os peixes 
pesados cada 2 semanas. No início, ao fim de 4 semanas e no final da experiência, foram 
recolhidos o fígado, o rim anterior e o baço de 5 animais de cada tanque para determinação cb 
teor em AA. No fim da experiência foram recolhidos plasma, para quantificação da glicemia, 
pele, para determinação do teor em hidroxiprolina, e também 5 peixes inteiros de cada tanque 
para determinação da composição corporal. 
Os vários parâmetros, bem como a análise estatística dos resultados, foram determinados 
de acordo com o descrito no Capítulo 2. 
5.3 RESULTADOS 
Os diferentes alimentos experimentais não apresentaram diferenças significativas na sua 
composição proximal, tal comose podeverificar pela análise da Tabela 5.1. 
Após 8 semanas de experiência não se observaram diferenças significativas no peso 
médio final, em qualquer dos parâmetros de crescimento, na sobrevivência nem na composição 
corporal das douradas alimentadas com diferentes níveis de suplementação em AA, nem entre os 
grupos control e stress alimentados com o mesmo alimento (Tabela 5.2) 
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Tabela 5.1. Composição química dos alimentos experimentais. 
Nível de AA/Kg Alimento 
0 10 25 50 
Matéria Seca(%) 91.1 91.3 91.3 91.4 
Proteína Bruta (Nx6.25, % MS) 49.6 50.9 50.4 49.9 
Gordura Bruta (% MS) 12.4 13.1 13.0 13.4 
Energia Bruta (kj/g MS) 20.5 21.0 20.4 20.4 
Cinzas (% MS) 9.1 9.0 9.0 9.0 
As concentrações iniciais de AAno fígado, rim cefálico e baço eram bastante elevadas e 
diminuíram ao longo do tempo, a uma taxa relacionada com o nível alimentar deAA, isto é, mais 
tanto mais rápido quanto menor o nível alimentar deAA (Tabela 5.3). A diminuição doAAfoi 
mais rápida no fígado, seguida do rim cefálico, tanto ao fim de 4 como de 8 semanas. O r im 
cefálico apresentou-se como o órgão mais rico em AA durante toda a experiência. Ao fim de 8 
semanas, os peixes alimentados com 50 mg AA/Kg alimento apresentavam um nível ainda 
bastante elevado de AAno rim cefálico e no baço, o qual tinha decrescido ligeiramente em relação 
ao valor encontrado ao fim de 4 semanas. As concentrações de AA, após 4 e 8 semanas efe 
experiência, no fígado, rim cefálico e baço reflectiam os níveis alimentares, sendo este o único 
factor responsável pelas diferenças encontradas entre os grupos. Afigura 5.3 mostra a relação 
entre o nível alimentar de AAe a concentração encontrada no fígado, tanto dos grupos control 
como stress. Em ambos os casos se verificou um regressão linear significativa (P< 0.0001), 
bem com havia similaridade entre o declive e o de coeficiente de determinação ( R2). 
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AA 
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control 
(í^g/g) 
AA 
fígado 
stress 
(iug/g) 
60 
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30 
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10-
j I i L 
Y = 9.568 + 0.658 * X; R*2 = 0.761 
Y = 1:2.907 + 0.63 * X; R*2 = 0.766 J 
O 
O p< 0.0001 
AA alimento (mg eq/kg) 
Fig. 5 . 3 . Relação entre o nível de suplementação alimentar em AAe a sua concentração no 
fígado de dourada em normóxia (control) e sujeita a hipoxia crónica (stress) (n=15; 8 
semanas, 22°C). 
A glucose plasmática apresentava valores normais em todos os grupos, não havendo 
diferenças significativas relativas ao stress de hipoxia crónica nem ao nível de suplementação 
de AA no alimento, indicando que todos os grupos sujeitos ao stress se apresentavam 
completamente adaptadosà hipoxia crónica (Tabela 5.4). O teor em hidroxiprolina da pele não 
apresentava diferenças significativas entre os diferentes tratamentos, sendo os valores obtidos 
os esperados para peixes normais, indicativo de que nenhum dos grupos de peixes apresentava, 
no momento, alterações da produção decolagéneo(Tabela 5.4). 
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Tabela 5.4. Glicemia e teor em hidroxiprolina de dourada alimentada com diferentes níveis efe 
AAesujeita a hipoxia crónica (n=15; 8 semanas; 22°C). _ _ _ ^ _ | 1 — -^C ^ ^ ^ 1 __ j ; 
Nível AA no alimento 
(mg AA/Kg) 
. „ — , ^ _ ^ 7 . 
Glicemia Hidroxiprolina na pele 
(mg/dl) (ug/mg) 
0 Control 
Stress 
10 Control 
Stress 
2 5 Control 
Stress 
50 Control 
Stress 
61.90±3.52 35.97±2.33 
63.35±3.10 36.69±1.50 
60.34±1.70 38.18±0.67 
65.66±2.59 34.62±0.98 
66.19±0.52 40.91±2.14 
67.47±1.70 35.17±2.54 
64.42+1.84 39.37±2.80 
62.51±3.67 37.15±1.02 
Médias ± EP na mesma coluna com expoentes diferentes são significativamente diferentes (P< 
0.05). 
5.4. DISCUSSÃO 
Após 8 semanas de experiência, os juvenis de dourada sujeitos a stress de hipoxia 
crónica não apresentavam diferenças significativas nos parâmetros de crescimento, quando 
comparados com os controlos alimentados com o mesmo alimento experimental, nem entre os 
grupos alimentados com alimentos diferentes. Apesar de os peixes serem alimentados com uma 
ração, logo a um nível inferior à saciedade, a performances de crescimento tanto dos grupos 
control como stress foram superiores aos observados por Santinha et ai. (1996) em dourada 
alimentada com a mesma formulação do alimento, mas alimentada até à saciedade visual. Esta 
diferença deve-se, possivelmente, ao facto de Santinha et ai. (1996) ter utilizado peixes efe 
maior tamanho (Pl= 9.6±0.4 g) do que os do presente estudo. Os resultados de crescimento 
indicam que a ração distribuída foi suficiente para a manutenção do crescimento óptimo das 
douradas. Rodovalho exposto a uma concentração de OD de 5mg/l ou 3.5 mg/l (65 ou 45% da 
saturação) apresentava uma diminuição do crescimento quando comparado com os peixes 
mantidos em normóxia, no entanto os seus ICA eram similares (Pichavant et ai., in press). As 
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diferenças observadas no crescimento do rodovalho deveram-se ao facto de os peixes mantidos 
em hipoxia terem uma menor ingestão alimentar do que os em normóxia, pois a hipoxia levou à 
redução do apetite. No caso do presente estudo, tal não sucedeu, pois foram alimentados todos os 
grupos com a mesma ração, o que explica a ausência de diferenças no crescimento entre os 
peixes em normóxia e em hipoxia. Brett et al. (1981) em estudos utilizando salmão coho(Q 
kisutch) e sockey (O. nerka), e Chiba (1988) em Plecogossus altivelis, também não 
observaram diferenças no crescimento nem nos ICA para valores de OD superiores a 4.0-4.5 
(40-45% dasaturação) e3.8 mg/l (45% dasaturação), respectivamente. Em truta arco-íris 
foram obtidos resultados similares (Caldwell et al., 1994; Pouliot et ai., 1989). Estes estudos 
mostram que a hipoxia diminui o crescimento através da diminuição do apetite dos peixes. No 
entanto, o ICA parece só ser afectadoquandoo OD atinge valores inferiores a 4 mg/l. 
A falta de diferenças significativas na glicemia, entre os peixes stressados e os 
respectivos controlos, demonstra que os primeiros se encontravam completamente adaptados às 
condições de hipoxia crónica e que não se encontrava presente nenhum outro factor de stress. 
Também no caso do teor em hidroxiprolina dapele, não se verificaram diferenças significativas 
entre grupos stress e control alimentados com o mesmo alimento, nem entre grupos alimentados 
com diferentes níveis de suplementação em AA, o que mostra que nenhum dos grupos tinha 
alterações docolagéneoe, consequentemente, dos tecidos conjuntivos. Os valores obtidos para a 
hidroxiprolina da pele são os esperados para animais normais, sendo semelhantes aos obtidos 
por Fournier eta/. (2000) em juvenis de robalo (Dicentrarchus labrax). O facto de os peixes 
alimentados com o alimento sem suplementação de AA apresentarem um valor normal efe 
hidroxiprolina na pele, apesar de mostrarem reservas baixas deAA, pode ser explicada pelos 
valores iniciais elevados de AA, os quais seriam suficientes para manter uma produção normal 
de colagéneo durante o período experimental. Salienta-se, no entanto, o facto de os grupos 
stress alimentados com 10, 25 e 50 mg AA/Kg alimento apresentarem concentrações efe 
hidroxiprolina inferiores aos respectivos controlos. Moreau & Dabrowski (1998) mostrou que 
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a pele da lampreia marinha (Petromyzon marin us) era um dos órgãos com maior concentração 
emAA.Assim, uma hipotética diminuição, embora ligeira, doAAda pele das douradas sujeitas ao 
stress crónico podeser a razão da diminuição doteoremhidroxiprolina encontrada. 
Os teores em AAdo fígado, rim cefálico e baço dos vários grupos reflectiam os níveis efe 
suplementação alimentar desta vitamina. 0 mesmo tipo de resposta foi observado noutras 
espécies como o salmão Atlântico, Salmo salar (Sandnes et ai., 1992; Sandnes & Waagbo, 
1991; Thompson et ai., 1993), tilápia, Oreochromis spirulus, (Al-Amoudi et ai., 1992), 
peixe-gato, Ictalurus punctatus, (Li et ai., 1993; Li et ai., 1998) e truta arco-íris 
(Dabrowski et ai., 1996a). Os resultados obtidos no presente estudo também mostram que os 
juvenis de dourada têm um elevado nível de utilização deAA, pois a concentração de AA decresce 
rapidamente nos órgãos estudados com a diminuição do seu aporte alimentar. O rim cefálico 
demonstrou ser o órgão com maior concentração em AA, tanto inicialmente como no final cb 
ensaio. No fígado, a concentração de AA estava positivamente correlacionada com o nível efe 
suplementação alimentar. Em truta arco-íris foram encontrados resultados semelhantes 
(Dabrowski et ai., 1996a). Tanto os grupos stressados como os controlos apresentavam um 
declive e um coeficiente de determinação (R2) semelhantes , o que mostra que o stress efe 
hipoxia crónica não alterou a relação entre o aporte alimentar deAAe a sua concentração no 
fígado. 
0 stress crónico de hipoxia não alterou significativamente o estatuto vitamínico das 
douradas alimentadas com os diferentes níveis de AA. Isto pode significar que o AA não tem 
qualquer papel na adaptação f isiológica da dourada a condições de hipoxia ambiental constantes, 
ou que o aporte alimentar desta vitamina é suficiente para cobrir o aumento da sua utilização. 
Mais ainda, o fígado dos peixes stressados e alimentados sem suplementação deAA apresentavam, 
tantoaofim de4 comode8 semanas de ensaio, uma maior concentração deAA do que o control, o 
que sugere uma eventual mobilização das reservas de AA de outros órgãos, como por exemplo a 
pele. Outra explicação possível é a biossíntese de AA por parte das douradas em stress. Maeland 
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& Waagb0 (1998) não encontrou actividade da enzima gulonolactona oxidase (GLO) em 
teleósteos marinhos de águas frias, mas esta determinação nunca foi levada a cabo em animais 
sujeitos a stress. 
A relação entre o AA e o stress ainda não é clara e os resultados encontrados pelos 
diferentes autores não são constantes. Alguns descrevem uma diminuição das reservas de AAem 
resposta ao stress (Chien et al., 1999; Thomas, 1987; Thomas et al., 1982; Wedemeyer, 
1969), enquanto outros não detectam a Iterações significativas deste mesmo parâmetro (Dunier 
et ai., 1995; Gouillou-Coustans & Guillaume, 1993; Ishibashi et ai., 1992a). Aparentemente, 
a utilização deAApara ultrapassar as limitações fisiológicas produzidas pelo stress depended) 
tipo de stress a que os peixes estão sujeitos e, deste modo, do tipo de resposta fisiológica que este 
induz. Assim, parece que a quantidade de AA ingerida ou as reservas corporais são suficientes 
para colmatar as necessidades no caso de exposição a hipoxia crónica durante 8 semanas. 
Finalmente, estas conclusões estão de acordo com os resultados obtidos para o caso da hipoxia 
intermitente (Capítulo 4), mas são necessários mais estudos para clarificar o papel do AAem 
condições de stress. 
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6. RESISTÊNCIA DA DOURADA ALIMENTADA COM DIFERENTES 
NÍVEIS DE ÁCIDO ASCÓRBICO A UMA CONCENTRAÇÃO SUBLETAL DE 
AMÓNIA. EFEITO SOBRE O ESTATUTO VITAMÍNICO. 
6 . 1 . INTRODUÇÃO 
A maior parte dos peixes é incapaz de sintetizar AA, pelo menos em quantidade suficiente, 
pelo que dependemde um aporte alimentar adequadopara suprirem as suas necessidades. Quando 
o aporte alimentar não é suficiente para cobrir os requisitos, os peixes desenvolvem um quadro 
patológico de deficiência designado por escorbuto. Esta vitamina varia a sua concentração nos 
diferentes órgãos, sendo alguns mais ricos, como é o caso do rim adrenal, do fígado, do r im 
cefálico edobaço(Agrawa! & Mahajan, 1 980). 
O AA tem diversas funções: éum antioxidante, tem um papel na síntese docolagéneo, está 
envolvido na biossíntese dacarnitina, noradrenalina e outro peptidos neuroendócrinos. Também 
está envolvido nos mecanismos de desentoxicação das drogas e outros xenobióticos que se 
processa no fígado (Zannoni etal., 1 975), e na protecção da hemoglobina contra os nitritos nos 
peixes (Scarano et ai., 1991). 
Muitos autores evidenciaram a existência de uma relação entre o AA e a resposta 
fisiológica dos peixes a factores de stress (Mazik etal., 1987; Scarano etal., 1991; Thomas, 
1987; Thomas etal., 1982; Wedemeyer, 1969; Wise etal., 1988), atribuindo aoAAum papel 
protector em relação a estes. Wedemeyer (1 969) observou uma diminuição na concentração ds 
AAnorim anterior da truta arco-íris sujeita a choque térmico de± 7°C durante 15 min. ou a 
15 min. de outros factores de stress. Luzzana etal. (1995) sugeriu que os peixes com reservas 
de AA muito reduzidas poderiam ter um controlo reduzido da síntese de esteróides, 
nomeadamente do Cortisol, ficando, assim, menos aptos a se adaptarem a condições de stress. 
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Mazik et ai. (1987) relatou que o peixe-gato (Ictalurus punctatus) alimentado com uma 
alimento sem AAera mais sensível à hipoxia e à amónia. 
A amónia é a principal forma deexcreção azotadadospeixes. Asua presença na água pode 
ser um factor limitante em aquacultura, pois podeser muito tóxica, levando ao desencadeamento 
de mortalidades agudas ou crónicas, depressão do crescimento e da resistência a doenças, 
dependendo da sua concentração ambiente e do tempo de exposição (Tomasso, 1994; USEPA, 
1989). Nas espécies de peixes marinhos cultivadas na Europa (robalo, dourada, rodovalho) a 
concentração ambiente letal para 50% da população exposta durante 96h (96h-LC50) varia 
entre 1.7 e2.6 mg/1 de azoto amoniacal não-ionizado (UIA-N), equivalente a um nível de azoto 
amoniacal total (TAN) entre 40 e 59 mg/l (Person-Le Ruyet et ai., 1 995), enquanto os níveis 
seguros para o crescimento do rodovalho são de 0.7 mg/l UIA-N (Person-Le Ruyet et ai., 
1997a). Quandoas concentrações plasmáticas de TAN atingem 30 mg/l no robalo e 35 a 40 na 
dourada e rodovalho, observam-se mortalidades agudas. 
O objectivo do presente estudo é investigar a influencia do nível alimentar de AA na 
resistência da dourada à exposição aguda a níveis subletais de amónia (cerca de 60% do 96h-
LC50) e a sua possível relação com a desentoxicação deste produto azotado. 
6.2. MATERIAL E MÉTODOS 
Juvenis de dourada foram obtidos numa maternidade comercial (Ferme Marine ds 
Douhet, França) e alimentados durante 5 meses com alimentos à base de farinha de peixe, 
conforme a formulação descrita na Tabela 2.1, com diferentes níveis de suplementação em AA; 
0, 10, 25 e 50 mg/Kg alimento. Após este período foram colocados 30 peixes, com um peso 
médio de 38.6±5.0 g, em cada tanque de 50 I de capacidade, num total de 12 tanques. Os peixes 
foram sujeitos a um jejum de 24h antes do início do ensaio, para evitar a excreção efe 
quantidades importantes de amónia e, logo, alterar as condições do ensaio. Os tanques foram 
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alimentados com água do mar em sistema aberto (sem recirculação), com uma salinidade efe 
34.5%o, e uma temperatura de22°C. Ofotoperíodo utilizado foi de 12h dia/noite. 0 caudal efe 
água fornecido aos tanques foi de2l/min. e o teor em OD foi de 90% da saturação. 0 pH da água 
foi medido individualmente em cada tanque sempre que se efectuou uma recolha de água para a 
medição da concentração do TAN ambiente. 
Filtro 
de areia 
Sistema de 
aquecimento 
Sistema de 
des-3aturação 
Tanque 
=yWá=>— Esgoto 
Adução 
Solução de 
NH4CI 
Bomba 
peristáltica 
n Tubos de 
distribuição 
da solução 
Fig. 6 . 1 . Sistema experimental utilizado para a aplicação destress deamónia em dourada. 
A concentração de amónia ambiente desejada para o ensaio foi obtida pela adição de uma 
solução de NH4CI (124g/l de água doce) à adução de água, usando uma bomba peristáltica 
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(Ismatec®), obtendo-se uma concentração final de 1.48 mg UIA-N/I. 0 TAN ambiental foi 
medida 5 vezes por dia usando um método colorimétrico num sistema automático de fluxo 
contínuo, conforme o descrito por Dosdat et ai. (1995), por forma a controlar a sua 
concentração nos vários tanques durante todo o ensaio. A mortalidade foi verificada 
regularmente, sendoos peixes mortos removidos imediatamente do respectivo tanque. 
Antes e depois dos 4 dias de ensaio foram amostrados 12 peixes alimentados com cada um 
dos diferentes alimentos, aos quais se recolheu sangue para a medição da glicemia e da 
concentração de TAN, bem como fígado, rim e baço para se proceder à determinação da 
concentração de AA. Os métodos utilizados para esta determinações encontram-se descritos no 
Capítulo 2. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente de acordo com o estipulado no 
mesmo Capítulo. 
6.3 RESULTADOS 
A Tabela 6.1 apresenta os níveis ambientais de TAN e de UIA-N, bem como a mortalidade 
das douradas sujeitas a uma concentração subletal de amónia, em função do teor em AA db 
alimento. Todosos grupos foram sujeitos a um nível semelhante de TAN e UIA-N ambientais. A 
mortalidade também não apresentou diferenças significativas entre os tratamentos, apesar de os 
peixes alimentados sem AA terem uma mortalidade um pouco superior à dos restantes grupos. 
A glicemia e a concentração de TAN plasmático são apresentadas na Tabela 6.2. Os peixes 
stressados apresentaram sempre uma maior glicemia do que os respectivos controlos, no entanto 
as diferenças não são significativas. No que respeita ao TAN plasmático, não se detectaram 
diferenças significativa dentro dos controlos nem dentro dos grupos stressados. No entanto, 
quando se comparou o controlo com o respectivo grupo sujeito a stress, o TAN plasmático 
aumentou significativamente de 3-6 mg/l nos controlos, para cerca de 30 mg/l nos grupos 
sujeitos a stress. 
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Tabela 6 . 1 . TAN e UIA-N ambientais (mg/l) e mortalidade em função doteor alimentar deAA 
M TAN ambiente UIA-N ambiente* Mortalidade 
(mg/kg alimento) (mg/ l ) (mg/ l ) (%) 
0 41.32±0.64 1.48±0.21 14.4410.03 
10 40.29±0.52 1.44±0.20 13.3310.07 
25 43.1110.62 1.52±0.21 13.3310.05 
50 41.3010.53 1.4710.2 13.3310.03 
Medias! EP. 
*Calculado usando a equação de Johansson & Wedborg (1 980). 
Tabela 6 .2 . Glucose eTAN plasmáticos antes e após a exposição a um nível subletal de TAN 
ambiental, durante 4 dias, em função doteor alimentar em AA 
AA (mg/Kg Glucose Plasmática TAN Plasmático 
alimento) (mg/dl) (mg/ l ) 
0 Control 64.9515.27 6.1612.38a 
Stress 71.6513.01 30.6211.42b 
10 Control 57.4013.84 3.1911.85a 
Stress 66.5813.11 33.6813.79b 
25 Control 67.77110.17 5.7712.86a 
Stress 75.4515.68 29.4411.63b 
50 Control 75.1517.10 . 3.4010.70a 
Stress 80.8119.92 31.0112.91b 
ANOVA* Y 
Médias ± Erro Padrão (EP) na mesma coluna com expoentes diferentes são significativamente 
diferentes (P< 0.05). 
* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito 
significativo da interacção entre o teor em AA no alimento e o stress. 
A Tabela 6.3 apresenta as concentrações em AA no fígado, rim cefálico e baço das 
douradas. Como se pode observar, em todos os órgãos os grupos stressados apresentavam um 
aumento da concentração de AAem relação aos respectivos controlos, embora esta diferença não 
seja sempre significativa, o que indica a existência de uma mobilização desta vitamina nas 
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condições de stress aplicadas. Este aumento do teor em AA só é significativo no caso dos peixes 
alimentados com o nível desuplementaçãode50 mg AA/Kg de alimento. 
Tabela 6.3 
de amónia na 
. Efeito do nível de suplementação em AAe da exposição a uma concentração subletal 
concentração deAAno fígado, rim cefálico e baço(n= 12; 4 dias; 22°C). 
Nível AAno alimento (mg AA/Kq) 
Concentração AA nos tecidos (A/g/g) 
Fígado Rim cefálico Baço 
0 Control 4.21+0.44? 6*2210.89* 4.5510.68a 
Stress 6.44±0.53a 7.66±0.53a 7.49±0.56a 
10 Control 12.59±0.35a 17.1 911.02ab 1 0.9812.1 2ab 
Stress 15.7411.04a 20.2811.21bc 22.4811.60b 
25 Control IB^ÔfiAO^ 31.77+3.20cd 28.7215.31b 
Stress 32.0611.91bc 36.0912.76" 31.91í3.17bc 
50 Control 43.06±2.39c 55.83±7.17e 49.5117.76cd 
Stress 77.57±6.67d 67.0613.13e 5 8.4816.4 5d 
ANOVA* X, Y, Z X, Y X, Y 
Médias ± Erro Padrão (EP) na mesma coluna com expoentes diferentes são significativamente 
diferentes (P< 0.05). 
* X- Efeito significativo no teor em AA no alimento; Y- Efeito significativo do stress; Z- Efeito 
significativo da interacção entre o teor em AA no alimento e o stress. 
Os resultados da ANOVA a dois factores mostram que as diferenças encontradas nas 
concentrações de AA no fígado foram devidas ao nível de suplementação em AA, ao stress efe 
amónia e à interacção entre estes dois factores. No caso do rim cefálico e do baço não se 
encontraram diferenças significativas na concentração de AA entre os controlos e os peixes 
stressados alimentados com o mesmo alimento. No entanto, foram detectadas diferenças 
significativas deste parâmetro entre os controlos e os peixes stressados e alimentados com 
níveis diferente de AA. Estas diferenças são devidas ao efeito do teor em AAna dieta e ao stress efe 
amónia, não existindo qualquer efeito da i nteracção entre os dois factores. 
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5.4. DISCUSSÃO 
A sobrevivência da dourada exposta a uma concentração ambiental de UIA-N de 1.48 mg/l 
(60% do96h-LC50) não foi melhorada pela suplementação alimentar com AA(10 a 50 mg/kg 
de alimento). Era esperada uma diferença significativa na mortalidade entre os peixes 
alimentados sem e com suplementação de AA, uma vez que Mazik et ai. (1987) observou que o 
peixe-gato (Ictalurus punctatus) alimentado com um alimento sem AA exibia valores de LC50 
significativamente menores do que os grupos alimentados com dietas suplementadas com esta 
vitamina. Neste estudo, a dourada alimentada com um alimento não suplementado com M 
apresentava uma concentração deAAnos tecidos bastante reduzida (4.21-6.22 A/g/g), pelo que 
a inexistência de uma diferença significativa na mortalidade não pode ser atribuída à existência 
de reservas corporais suficientes desta vitamina. 
Mais ainda, uma mortalidade superior a 14% era esperada para a concentração efe 
amónia ambiental utilizada nesta experiência. Wajsbrot et ai. (1991) determinou queo96h-
LC50 dos juvenis de dourada (0.4-3g) era de 1.27 mg UIA-N/I, o qual é inferior à 
concentração utilizada neste estudo. No entanto, esta diferença podeser atribuída a diferenças cb 
protocolo experimental utilizado. Enquanto Wajsbrot etal. (1991) utilizou um sistema estático 
para a exposição à amónia ambiental, no presente estudo foi utilizado um sistema de fluxo 
continuo, onde a água era continuamente renovada sem recirculação. Person-Le Ruyet et ai. 
(1995) utilizou um sistema similar ao utilizado neste estudo e determinou que o 96h-LC50 
para a dourada (6-136g) era, em média, 2.5 a 2.6 mg UIA-N/I, uma concentração muito 
superior e mais de acordo com os resultados obtidos nesta experiência. 
OTAN plasmático aumentou significativamente após a exposição à concentração subletal 
de amónia ambiental. Os valores control do TAN variaram entre 3.2 e 6.2 mg/l, os quais estão 
dentro do intervalo de valores normais para peixes expostos a concentrações normais de amónia 
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ambiental (3.6 - 5.3 mg/l) (Asheeta/., 1996; Person-Le Ruyet etal., 1995; Randall etal., 
1987; Rasmussen etal., 1998). OTAN plasmático das douradas deste estudo, expostas a cerca efe 
41 mg/l de TAN ambiental durante 96h, atingiu os 30 mg/l. Person-Le Ruyet etal. (1995) 
mostrou que o TAN plasmático da dourada equivalente ao96h-LC50 era de 35-40 mg/l. OTAN 
plasmático obtido neste trabalho não está longe do valor obtido por Person-Le Ruyet et ai. 
(1995), o que significa que a concentração de amónia ambiental utilizada é bastante stressante 
e que os 50% de mortalidade seriam alcançados dentro de pouco tempo se as condições 
experimentais fossem mantidas. Não foram observadas diferenças significativas no TAN 
plasmático entre os grupos de dourada alimentadas com os diferentes níveis de AA, o que sugere 
que o equilíbrio entre a absorção e a excreção da amónia não foi afectado pela suplementação em 
AA 
Como resposta à exposição à concentração subletal de amónia ambiental, alguns tecidos 
(fígado, rim cefálico e baço) apresentaram aumentos da concentração em AAem relação ao seu 
valor inicial. No caso do fígado, esse aumento é devido ao efeito do factor de stress e da interacção 
entre o stress e o nível de suplementação com AA (Tabela 6.3). Este tipo de resposta ao stress, 
i.e., aumento da concentração do AA nos órgãos, não tem sido observado com frequência. A maior 
parte dos autores observa uma diminuição (Dabrowska etal., 1991; Wedemeyer, 1969) ou não 
observa qualquer alteração (Dunier etal., 1995; Gouillou-Coustans & Guillaume, 1993; 
Ishibashi etal., 1992b) do estatuto da Vitamina C dos peixes expostos a diferentes tipos efe 
stress. Noutros estudos foram observados aumentos transitórios da concentração tecidular em 
AA. Após 2h de confinação a um espaço reduzido, o peixe-gato mostrou uma tendência para 
apresentar uma concentração de AA hepático superior ao controlos (Li etal., 1998), mas as 
diferenças não eram significativas. O peixe Mugil cephalus sujeito à exposição de concentrações 
elevadas de cádmio, apresentava concentrações de AA nas brânquias, rim, fígado e cérebro 
significativamente elevadas, em relação ao valor inicial, após 3 dias de exposição (Thomas et 
ai., 1982). No entanto, no final daexperiência (42 dias), as concentrações de AA nos referidos 
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órgãos tinha baixado de forma significativa, em relação ao valor inicial. Também o peixe 
Nemacheilus sinuatus apresentou concentrações de AA hepático significativamente aumentadas 
em resposta a uma exposição de curta duração a veneno de sapo ( Magare et ai., 1996). 
Os aumentos da concentração de AAnos tecidos, observados no presente estudo, não podem 
ser atribuídos a alterações ao nível da absorção desta vitamina a partir do alimento, uma vez 
que os peixes foram mantidos em jejum nas 24h anteriores ao início da experiência e no 
decorrer desta. Deste modo, os autores apontam algumas explicações possíveis para os 
resultados encontrados. 
A primeira hipótese prende-se com a biossíntese do AA. A truta arco-íris, tal como a 
dourada, é uma espécie para a qual o AAé uma vitamina, logo depende do seu aporte alimentar 
para satisfazer as suas necessidades. No entanto, Hilton et al. (1979a) evidenciou a existência 
de síntese de AA por parte da truta arco-íris, a qual ocorre a uma taxa muito reduzida. É 
possível que a dourada também possua a capacidade, embora limitada, de biossintetisar AA (o 
facto de as douradas alimentadas sem suplementação de AA não terem apresentado sintomas efe 
deficiência e manterem sempre um nível baixo, mas estável de AAnos órgãos estudados, suporta 
esta hipótese) eque, esta capacidade seja aumentada pela exposição a factores de stress. Se bem 
que esta hipótese possa explicar o aumento da concentração em AA nos órgão dos peixes 
alimentados sem suplementação em AA, não parece tão plausível quando aplicada aos restantes 
grupos. Isto porque estes últimos apresentam aumentos bastante grandes da concentração em AA, 
os quais revelariam uma capacidade elevada de biossíntese de AA, a qual não é real. 
Deste modo, é formulada uma segunda hipótese na qual é proposto um mecanismo efe 
mobilização de AA de outros órgão para o fígado, rins, baço e eventualmente outros que não 
foram estudados, onde o AA pode ser mais necessário. A necessidade de uma maior quantidade efe 
AApor parte do fígado é justificada pelo seu papel como órgão de desintoxicação, e o do r im 
cefálico pelo seu papel de órgão produtor de linfócitos. O aumento da concentração de AA no baço 
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será, deste modo, consequência directa da produção de linfócitos com maior concentração de M 
por parte do ri m cefálico. 
Outra hipótese para explicar o aumento da utilização doAA, temaver com os mecanismos 
de toxicidade da amónia. O AAnão está, aparentemente, directamente relacionado com o processo 
de desintoxicação da amónia, ao contrário de outros xenobióticos, que fazem uso do citocromo 
P450, cuja actividade dependedoAA. A desintoxicação da amónia parece conduzir ao aumento da 
produção em muitos tecidos, como o cérebro e o fígado, de glutamina a partir do glutamato, 
numa reacção catalisada pela glutamina sintetase (Arillo et ai., 1981; Mommsen et ai., 1992; 
Vedei et ai., 1998). A desintoxicação da amónia também podeser feita aumentando a excreção efe 
ureia (Olson & Fromm, 1971 ; Person-Le Ruyet, et ai., 1997a; Person-Le Ruyet et ai., 
1997b; Walsh et al., 1990; Wright, 1993). Ambos os processos implicam o consumo de 
energia, pelo que conduzem à produção de radicais livres, os quais levam ao aumento das 
necessidades de antioxidantes, como é caso do AA. Os processo de desentoxicação da amónia ainda 
não foram devidamente clarificados nos peixes, no entanto, foram feitos alguns estudos neste 
domínio em ratos. Kosenko etal. (1997; 1 998) mostraram que a injecção de acetato de amónia 
em ratos produzia uma diminuição da actividade das enzimas glutationa peroxidase, superóxido 
dismutase e catalase (enzimas antioxidantes) no fígado e cérebro. Também observou que o 
tratamento conduzia ao aumento de 100% na produção do radical superóxido em ambos os 
tecidos. Kosenko et ai. (1998), demonstrou que a amónia induz a formação aumentada de oxido 
nítrico, um radical livre que os autores propõem ser o principal responsável pela redução da 
actividade das enzimas antioxidantes. Eiserich et ai. (1997) estudou a importância dos óxidos de 
azoto gerados pelo fumo dos cigarros na oxidação do AA. Os seus estudos mostraram que a 
oxidação do AAcoincide com a acumulação de dióxido de azoto, o produto final da autoxidação cb 
oxido nítrico, conduzindo à diminuição da concentração de AA. Também o aumento da produção efe 
radicais livres e a diminuição da actividade das enzimas antioxidantes, leva a que a 
desintoxicação não enzimática dos radicais livres se torne mais importante. Os antioxidantes 
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não enzimáticos são, principalmente, a vitamina E, o AAe a glutationa, cujos requisitos estão, 
provavelmente, aumentados nestas condições. Se os mecanismos de toxicidade da amónia 
descritos são idênticos nos peixes, o aumento dos requisitos de AA por exposição a amónia 
ambiental é facilmente compreendido. É possívei que, após a mobilização doAAdosvários tecidos 
da dourada, se observe uma diminuição da sua concentração nos órgãos, como resultado da 
utilização aumentada do AA, tal como Thomas et ai. (1 982) observou no Mugil cephalus exposto 
ao cádmio. 
Em conclusão, a exposição da dourada a concentrações elevadas de amónia ambiental 
parecem aumentar a taxa de utilização do AA e, consequentemente, os seus requisitos. No 
entanto, é necessária mais investigação neste campo, quer para a clarificação do papel do AAnos 
processos de desintoxicação da amónia, como na determinação dos verdadeiros processos 
desintoxicação deste poluente nos peixes. 
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7. DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES 
7 . 1 . DISCUSSÃO GERAL 
A produção de espécies aquáticas em cativeiro é uma actividade em franca expansão e ds 
importância crescente face ao actual estado de sobrexploração e, em alguns casos, esgotamento 
de grande parte dos principais stocks de pesca. No entanto, a aquacultura apresenta maiores 
dificuldades doque a produção de animais terrestres, sendoesta última dominada pelo Homem há 
milhares de anos, ao contrário da primeira. O ambiente aquático, onde se movem os animais, 
começa por ser a principal dificuldade deste tipo de produção, uma vez que as suas 
características, tão distintas das do meio terrestre, obrigam a um controlo muito mais apertado 
das condições de cultura. Por outro lado, a própria investigação na área da produção aquática 
vê-se dificultada por estas mesmas características, o que impede a aplicação directa dos métodos 
desenvolvidos para os animais terrestres. 
Para além dos problemas inerentes ao meio aquático, a aquacultura apresenta outros 
problemas. As espécies aquáticas não estão ainda completamente domesticadas e, logo, habituadas 
às condições de cativeiro e maneio que a sua cultura exige. Deste modo, quando estes animeis se 
encontram em condições de cultura estão sujeitos a inúmeros factores de stress, em 
consequência desse stress, os aquacultores sofrem, muitas vezes, pesadas perdas económicas, 
uma vez que os animais não crescem à taxa esperada, bem como ficam mais susceptíveis a 
infecções e outras patologias, o que provoca mortalidades aumentadas. Este problema leva à 
procura de meios de protecção contra o stress, por forma a preservar o equilíbrio interno dos 
animais, evitando ou, pelo menos, diminuindo os efeitos nefasto do stress. OAAé uma substância 
que parece ter alguma acção de prevenção dos efeitos nefastos do stress nos peixes. Daí o 
interesse de estudar e determinar as reais potencialidades da utilização desta vitamina como 
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meio de prevenir o stress, já que a sua ministração é simples (suplementação do alimento) eo 
seu preço relativamente acessível. 
O presente trabalho teve por objectivo clarificar um pouco mais o papel do AA na 
protecção do organismo dos peixes (neste caso específico, da dourada) quando expostos a factores 
de stress. A bibliografia sobre esta área específica apresenta resultados muito contraditórios, 
não permitindo saber exactamente se o AA tem ou não um papel protector em relação ao stress. 
7.1.1. CRESCIMENTO E REQUISITOS DE ÁCIDO ASCÓRBICO 
Quando as espécies de peixes para as quais o AA é uma vitamina, não obtêm a 
concentração de AA necessária para a manutenção do metabolismo, desenvolve-se um quadro 
clínico de deficiência, o escorbuto. Um dos primeiros sintomas de deficiência deAAnos peixes é 
a diminuição do apetite e do crescimento, seguindo-se o aparecimento de outros sintomas e 
sinais tais como deformidades ósseas, principalmente lordoses e escolioses, hemorragias e 
exoftalmia. No presente estudo o crescimento da dourada e a observação do aparecimento dos 
sintomas de deficiência foram estudados. 
Para a experiência de exposição à amónia (capítulo 6) eram requeridos peixes efe 
tamanho médio e alimentados durante um longo período com os alimentos experimentais para 
estabilizar as concentrações de AA nos vários órgão e para permitir a adaptação do seu 
metabolismo à disponibilidade da vitamina. Deste modo, douradas de aproximadamente 1.8g 
foram alimentadas até atingirem as 35-40g, o que levou aproximadamente 5 meses. Durante 
este período, Os resultados mostram que as douradas alimentadas sem suplementação de 
AA não apresentaram diferenças no crescimento em comparação com as douradas 
alimentadas com suplementação desta vitamina, e não desenvolveram escorbuto 
mesmo após 5 meses de crescimento. A maior parte da bibliografia mostra que os 
sintomas de deficiência em AA aparecem algumas semanas após a remoção desta vitamina da 
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alimentação dos peixes. Alexis et al. (1997) observaram os primeiros sintomas de deficiência 
emAAem dourada alimentada sem suplementação de AA ao fim de 20 de experiência. O peixe-
gato ( Ictalurus punctatus) desenvolveu escorbuto ao fim de 14 semanas de alimentação sem 
suplementação de AA(Lovell, 1984). Gatlin III et ai. (1986), na mesma espécie, observou o 
aparecimento de escorbuto ao fim de 13 de alimentação sem AA. Após 14 semanas de falta de M 
no alimento o peixe-papagaio japonês ( Oplegnathus fasciatus) apresentava diminuição da taxa 
de crescimento Ishibashi et ai. (1992b). Na truta arco-íris com 0.6g o aparecimento cb 
escorbuto deu-se ao fim de 20 semanas de alimentação deficiente em AA, no entanto, em trutas 
mais pequenas(0.15g) o escorbuto apareceu ao fim de 14 semanas Ikeda (1992). Este último 
autor, no mesmo trabalho, mostrou que a truta arco-íris com o peso inicial de 11.0 g não 
desenvolvia escorbuto mesmo após 40 semanas (aproximadamente 10 meses) de alimentação 
sem suplementação de AA. O facto de as douradas utilizadas na experiência descrita no capítulo 6 
terem um peso inicial de 1.8 g pode ser a justificação da ausência de sintomas de escorbuto 
durante o período de crescimento. É possível que, se o crescimento tivesse sido prolongado 
durante mais algumas semanas, os sintomas de deficiência se tivessem desenvolvido. 
A contradizer os resultados anteriores estão os resultados descritos no capítulo 4 (stress 
de hipoxia intermitente). Nesta experiência as douradas alimentadas com o alimento sem 
suplementação de AA a présenta ram sintomas de escorbuto ao fim efe 13 semanas de crescimento. 
No entanto, nesta experiência as douradas tiveram uma infecção parasitária, a qual 
pode ter sido a responsável pelo aparecimento precoce dos sintomas de 
deficiência em AA, tal como foi hipotetizado na discussão desse capítulo. Os resultados 
sugerem, destemodo, que a resposta imunitária à presença de parasitas fez uso das reservas efe 
AA, aumentandoos requisitos desta vitamina. 
Os resultados encontrados neste estudo ena bibliografia mostram que, há dificuldades no 
estabelecimento de um período de tempo exacto para o desenvolvimento do escorbuto, quando os 
peixes são alimentados sem esta vitamina, no que se refere à mesma espécie. Na ausência efe 
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factores de stress (ambientais, de poluição, de infecção, etc.) a justificação para este facto 
torna-se complicada. 
Oprimeiro factor, quepodeser responsável por estas diferenças, é o tamanho inicial dos 
peixes submetidos a deficiência alimentar em AA. Os estudos de Ikeda (1 992) e de Sato et ai. 
(1978), efectuados em truta arco-íris, apontam para existência de uma maior necessidade efe 
AApor parte dos peixes mais pequenosem relação aos maiores, já que os tempo necessário para 
desenvolverem os sintomas de deficiência aumentaram com o aumento do tamanho inicial dos 
peixes. Também em dourada parece existir a mesma relação já que, em douradas mais pequenas 
(0.5 g) doque as utilizadas em qualquer das experiências deste estudo (1.5 g foi o peso das mais 
pequenas), o escorbuto apareceu ao fim de 1 mês de alimentação deficiente em AA ( Alexis et ai., 
1997). 
Para além do tamanho dos peixes, o alimento fornecido nas diferentes experiências pode 
também ter influenciado os resultados. Mesmo para a mesma espécie, diferentes autores 
utilizam diferentes alimentos nas suas experiências, podendo estes conter diferentes 
concentrações basais de AA. Isto é verdade para os alimentos composto e para os purificados em 
que não há o cuidado de utilizar caseína sem AA. A existência de AA derivado cbs ingredientes 
constituintes do alimento pode ser o responsável pela disparidade nos resultados cb 
desenvolvimento da deficiência em AAe da determinação do nível pratico de suplementação dos 
alimentos em AA. No presente estudo não foi possível quantificar a concentração real de AAnos 
alimentos dado que o método não está adaptado para a quantificação da forma poli-fosfatada 
utilizada. 
A determinação do nível de suplementação em AA para o crescimento máximo da dourada 
foi também um dos objectivos do estudo. Para tal, foram utilizadas concentrações de M 
progressivamente mais baixas, até ao mínimo de 10mg AA eq./kg alimento. Os resultados 
mostraram que 10 mg AA/kg alimento são suficientes para o crescimento máximo 
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da dourada, o principal indicador na determinação dos requisitos vitamínicos. Cho & Cowey 
(1993) também estimaram ser a concentração de 10 mg AA/kg alimento suficiente para o 
crescimento máximo da truta arco-íris. No robalo, Dicentrarchus labrax, Fournier et ai. 
(2000) mostraram que a suplementação do alimento com apenas 5 mg AA/kg era suficiente 
para o crescimento máximo. A continuação de estudos de crescimento na dourada poderia 
conduzir à obtenção de resultados semelhantes ao do estudo efectuado no robalo. Em qualquer das 
espécies mencionadas, bem como em quaisquer outras, é possível que os requisitos para o 
crescimento máximo sejam ainda mais pequenos do que os até agora encontrados. No entanto, 
estes estudos levantam algumas questões: Será que os peixes são capazes de manter o 
crescimento máximo por tempo indeterminado com concentrações de AA tão baixas, ou acabarão 
por desenvolver sintomas de deficiência? Será que, quando na presença de factores de stress 
(como é o caso das condições de cultura comercial), esta concentração continua a ser suficiente 
para satisfazer as necessidades dos peixes ou será preciso fornecer uma concentração de AA mais 
elevada? Relativamente à última questão a experiência descrita no capítulo 4 fornece algumas 
pistas para a resposta. O facto de a infecção parasitária ter feito aparecer os sintomas ds 
deficiência em AAmais cedo do que o previsto nos animais sem suplementação desta vitamina, 
indicam a possibilidade de este tipo de stress aumentar os requisitos de AA. Nesta situação, os 
indivíduos alimentados com suplementações tão baixas de AA podem acabar, também, por 
desenvolver sintomas de deficiência ou, pelo menos, reduzir a sua taxa de crescimento. 
Outro factor que pode influenciar estes resultados é a possibilidade de existir biossíntese 
de AA, embora muito limitada, mas que seja suficiente para manter uma concentração corporal 
mínima. Hilton et al. (1 979b) mostrou que a truta arco-íris sintetiza AA, embora a uma taxa 
muito reduzida. A possibilidade de existência de alguma biossíntese deAA, por parte da espécies 
dependentesdoseu fornecimento alimentar, pode ser o motivo (ou mais um motivo) pelo qual, 
mesmo alimentados com alimentos sem suplementação de AA, os peixes demoram tanto tempo a 
desenvolver os sintomas de deficiência. A Tabela 6.3 mostra que, depois de 5 meses de 
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ausência de suplementação com AA, as douradas ainda apresentavam 
concentrações mensuráveis de AA nos órgãos (4 a 6 í /g /g) . A possibilidade de as 
douradas terem obtido esse nível mínimo de AA a partir do alimento parece ser pouco provável. 
Dadoque o alimento foi produzido algumas semanas antes do inicio da experiência e que o AA na 
sua forma desprotegida (ácido L-ascórbico) é extremamente lábil, não é provável que este 
contivesse durante muito tempo a concentração residual inicial deAA 
7.1.2. ÁCIDO ASCÓRBICO E STRESS 
A bibliografia existente sobre o papel protector do AA em relação ao stress apresenta 
resultados contraditórios, o que impede tirar conclusões fiáveis sobre este assunto. Realmente, 
os resultados dos vários autores não permitem dizer que o AA protege o organismos dos peixes 
quando estes são sujeitos ao stress em geral. No entanto, a mesma bibliografia parece indicar 
que existe realmente um papel protector do AA no caso de alguns factores de stress. 
O tipo de stress cujas consequências fisiológicas parecem, mais consistentemente, ser 
minimizadas pelo AAé o stress de poluição. Agrawal et ai. (1978) demonstrou que o AA protegia 
o peixe channa punctatus contra aaldrina (pesticida organoclorado). Os peixes alimentados com 
0.25% dealdrina apresentaram uma mortalidade de 25% em 30 dias quando a sua dieta era 
suplementada com 1250 mg AA/kg alimento. A adição de mais 5000 mg AA/kg alimento fez 
diminuir 10 vezes a mortalidade. A exposição crónica ao toxafeno (insecticida) aumentou os 
requisitos de AA do peixe-gato e conduziu ao aparecimento de sintomas de deficiência devido à 
diminuição das reservas hepáticas de AA(Mayer et ai., 1978). Já a truta arco-íris não sofreu 
alterações significativas na concentração de AA no rim cefálico e no fígado devida à injecção 
intraperitoneal de um outro insecticida, o lindano (Dunier et ai., 1995). No que respeita à 
exposição dos peixes a concentrações elevadas de nitritos (a sua toxicidade está relacionada com 
a sua capacidade de oxidação da hemoglobina em metahemoglobina, a qual não pode transportar 
oxigénio) tanto Seara no et ai. (1991), em robalo, como Wise et al. (1988), em peixe-gato, 
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demonstraram que a concentração da metahemoglobina era reduzida conforme aumentava a 
concentração de AA no alimento. Os efeitos da exposição aguda e crónica ao cádmio no estatuto cb 
AA e na acumulação do cádmio nos tecidos do mugem ( Mugil cephalus) foram estudados por 
Thomas et ai. (1982). A concentração de AA do fígado e brânquias diminuiu, aumentando 
massivamente a concentração de cádmio nesses mesmos órgãos, enquanto no rim e no cérebro as 
concentrações de AA foram menos afectadas. Em truta arco-íris Yamamoto& Inoue (1985) 
demonstraram que o tempo de sobrevivência dos peixes alimentados com um alimento contendo 
6000 mg AA/kg aumentava significativamente comparado com os peixes alimentados com um 
alimento sem suplementação de M e expostos a 0.14 ppm de cádmio na água. Thomas (1987) 
relatou que a exposição a exposição a fracções hidrossolúveis de petróleo, ou de combustíveis 
dele derivados, causou uma diminuição do teor em AA no cérebro, brânquias, rim e fígado cb 
mugem. As concentrações de AA do fígado estavam significativamente reduzidas após apenas uma 
semana de exposição, mas voltaram ao valor normal ao fim de 20 dias. O efeito do AA alimentar 
no metabolismo e excreção do Cobre alimentar e contido na água, foi revisto por Hilton (1989). 
De acordo com este autor, o AA parece não afectar a absorção, excreção e o metabolismo geral cb 
cobre na truta arco-íris. Estes resultados estão em contradição com os obtidos com a exposição 
da carpa a cobre contido na água (0.05 ppm), onde foi demonstrado que o AA alimentar diminuía 
a toxicidade e a retenção do cobre nos tecidos ( Ikeda, 1992). 
O facto de o AA possuir a capacidade de proteger os peixes do stress de poluição, 
diminuindo a sua absorção e/ou diminuindo os seus efeitos fisiológicos nefastos, pode ser 
facilmente explicado. De facto, conforme foi mencionado no capítulo 1, o AA tem um papel 
importante no metabolismo das drogas e xenobióticos, pois oAAprevine a perda de actividade cb 
citocromo P450, o qual é necessário para a "destruição" destas substâncias, as quais perdem o 
seu efeito nefasto sobre o organismo. No caso específico dos nitritos, a característica chave do M 
é o seu poder antioxidante, o qual previne a formação da metahemoglobina. 
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No que respeita ao stress de exposição a agentes infecciosos os resultados são muito 
difíceis de interpretar. Apesar do AAser essencial para o funcionamento do sistema imune, não 
está definitivamente provado que o aumento do nível de suplementação alimentar de AA trás um 
aumento da resistência dos peixes a agentes infecciosos. Os resultados descritos no capítulo 4 
mostram que apenas a ausência de suplementação alimentar de AA produziu um 
aumento da susceptibilidade da dourada ao parasita Diplectanum aequans, não se 
observando diferenças na mortalidade entre os grupos alimentados com 50 ou 100 mg AA/kg 
alimento. No capítulo 1 estão descritos os resultados encontrados pela autora na bibliografia. 
Estes mostram que, um aumento da resistência a um determinado agente infeccioso só é 
observável quandoo alimento é suplementado com doses de AA mais elevadas do que as utilizadas 
na experiência descrita no capítulo 4. É possível que, se tivessem sido utilizadas concentrações 
de 500 a 2000 mg AA/kg alimento, pudessem ser observadas diferenças na mortalidade, o que 
indicaria uma acção protectora do AA quando utilizado em mega-doses. A melhor justificação 
para as diferenças encontradas na bibliografia foi hipotetizada por Li et ai. (1 993) e encontra-
se descrita no capítulo 1. Essa hipótese leva a considerar que, neste tipo de estudos, é necessário 
ter cuidado com a origem dos peixes, com a monitorização da presença de agentes infecciosos 
antes e durante as experiências, com os métodos de infecção, com a virulência das estirpes 
utilizadas e com o design das experiências, entre outros. Neste caso, a definição de um design 
experimental e condições standard talvez fosse o caminho a seguir para permitir a clarificação 
do papel doAAna resistência a doenças. 
Finalmente, o stress ambiental, onde se integram os factores de stress utilizados para o 
presente estudo (hipoxia e amónia), é o grupo onde os resultados são mais díspares. No caso 
deste tipo de stress, o envolvimento do AA na sua resistência é avaliado principalmente de duas 
maneiras: através da observação de indicadores como a mortalidade, crescimento, aparecimento 
de sintomas de deficiência, alterações no padrão de secreção dos corticosteroides e quantificação 
de alterações fisiológicas específicas provocadas por factor de stress; através da observação dos 
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efeitos dos factores de stress sobre as reserva corporais de AA. Muitas vezes são utilizados 
ambos tipos de avaliação. 
Um dos factores de stress onde os resultados são mais consistentes, demonstrando uma 
acção positiva doAAsobre os peixes a ele sujeitos, é o aumento da temperatura daágua.Opeixe-
espinho, Terapon jarbua, cultivado a 36°C (Temperatura óptima = 28°C) desenvolveu 
deformidades quando alimentado com uma dieta sem suplementação de AA. A mortalidade desta 
mesma espécie aumentou com o aumento da temperatura da água, mas diminuiu com o aumento da 
suplementação alimentar de AA (Chien et al., 1999). Wedemeyer (1969) observou uma 
diminuição marcada da concentração de AA no rim anterior do salmão coho exposto a um choque 
térmico de mais 7°C. Também Parihar observou uma diminuição do teor em AA no fígado 
(Parihar et ai., 1996), nas brânquias e bexiga natatória (Parihar et ai., 1995) dopeixe-gato 
de água-doce ( Heteropneustes fossilis) com o aumento da temperatura de cultura. O aumento da 
temperatura de cultura da truta arco-íris de 16 para 20°C produziu uma diminuição 
significativa da concentração de AA no fígado e um aumento da incidência de deformidades nos 
peixes alimentados sem suplementação de AA. Já Thomas (1 984) não observou alterações no 
teor em AAdofígado do mugem, mas evidenciou uma diminuição deste parâmetro no cérebro. 
Exceptuando o último trabalho citado, todos os outros apontam para um envolvimento cb 
AAna protecção contra o stress térmico. Este envolvimento é facilmente explicável através dos 
resultados de Parhiar. Nos seus estudos, este autor verificou que o aumento da temperatura 
produziu um aumento da peroxidação lipídica edostress oxidativo no fígado, brânquias e bexiga 
natatória do peixe-gato de água-doce, bem como da actividade das enzimas antioxidantes 
superóxido dismutase e glutationa peroxidase(Parihar & Dubey, 1995; Parihar et ai., 1996; 
Parihar et ai., 1997). Dado que o AA é um importante antioxidante, o declínio da sua 
concentração nos órgãos, bem com a protecção contra a mortalidade dos peixes sujeitos a stress 
térmico é facilmente compreendido. 
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Outro tipo de stress estudado, pela sua relação com o maneio em aquacultura, é a 
manipulação dos peixes. Neste grupo inclui-se a captura com consequente exposição ao ar, 
confinamento, transporte e elevada densidade de cultura dos peixes. 0 transporte de truta arco-
íris durante 3h não produziu alterações significativas na concentração de AA do fígado, rim e 
intestino (Dabrowski & Ciereszko, 1993). O mugem sujeito ao stress de maneio (captura, 
confinamento e exposição ao ar) diminuiu a concentração de AA no rim e brânquias, mas não no 
fígado e cérebro (Thomas, 1984). A captura e exposição ao ar da dourada não produziu 
alterações significativas do estatuto de AA no fígado, rim, músculo e plasma (Henrique et ai., 
1996). Sandnes& Waagbo (1991) também não observaram alterações significativas no teor 
de AA do rim cefálico do salmão Atlântico após o esvaziamento sucessivo do tanque de cultura. 
Mesmo quando este último tipo de stress foi aplicado deforma intermitente ao longo de 50 dias, 
não produziu alterações significativas donível deAAno fígadoe plasma do rodovalho (Gouillou-
Coustans & Guillaume, 1993). O stress provocado pelo confinamento também não produziu 
alterações significativas do estatuto de AA do peixe-gato (Li et ai., 1998) nem do salmão 
Atlântico (Thompson et ai., 1993). Já o aumento da densidade de stockagem, através da 
diminuição da altura da coluna de água provocou a diminuição significativa do nível de AA no 
fígado, rim e baço da dourada ( Henrique et ai., 1996) e no rim do salmão coho (Wedemeyer, 
1969). 
Este último grupo de factores de stress apresenta resultados heterogéneos. Embora 
alguns factores mostrem sistematicamente um efeito ou ausência de efeito de protecção ou efe 
aumento dos requisitos do AA, outros mostram resultados opostos em estudos diferentes. A 
primeira questão que se coloca é se as várias espécies diminuem a o nível de AAem órgãos 
diferentes quando expostas ao mesmo factor de stress. A segunda questão é se diferentes factores 
destress conduzemà diminuição da concentração de AAem órgãos diferentes. No caso de resposta 
afirmativa a ambas as questões talvez sejam de considerar não as alterações no teor de AAcfe 
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órgãos individuais mas, antes, do corpo todo. Ou, alternativamente, investigar que órgão é 
afectadopor um determinado factor de stress em cada espécie. 
0 último grupo de factores de stress éo stress ambiental ou físico-químico. Neste grupo 
incluem-se as alterações de salinidade, da concentração de OD, da concentração de amónia, a 
turbidez, entre outros. Também neste tipo de stress os resultados bibliográficos não são 
conclusivos. A exposição da dourada a uma salinidade de20%o ou 12%o durante 24h não alterou 
significativamente o teor em AA do fígado, rim, baço, músculo e plasma (Henrique et ai., 
1 996). Já Thomas, 1 984 observou alterações em diversos órgãos do mugem exposto a uma 
salinidade de 5%o durante 2 semanas. Durante o período de exposição ao stress, observou-se 
uma descida significativa donível de AA no fígado ao fim de i dia de stress, voltando no dia 7 ao 
valor inicial e mantendo-se nessa concentração até ao final da experiência. O teor de AA das 
brânquias aumentou significativamente ao fim de 12h de stress e não se alterou mais até ao 
final. Contrariamente, no rim a concentração de AA decresceu significativamente nas primeiras 
12 h de exposição emanteve-se estável até ao final da experiência. Finalmente, observou-se um 
aumento significativo do AA no cérebro no 2o dia de exposição ao stress, mas no final da 
experiência a sua concentração de AAatingiu o valor inicial. 
Seguidamente irão ser apresentados e discutidos os resultados bibliográficos referentes 
ao stress de hipoxia, os quais vão ser comparados com os resultados obtidos em 3 das 
experiências que constituem este trabalho. O peixe-gato alimentado com um alimento sem 
suplementação de AA morreu a níveis de oxigénio residual significativamente mais elevados cb 
que os peixes alimentados com um nível médio (78 mg/kg) ou elevado (390 mg/kg) de M 
(Mazik et ai., 1987). Ishibashi et ai. (1992a) verificou que o tempo necessário para a morte 
de 50% (LTD50) dos peixes-papagaio Japoneses a uma concentração de OD de 0.8 ml / l 
aumentava proporcionalmente aonível de AA no alimento, e que o tempo necessário para ocorrer 
a morte do primeiro peixe-papagaio pintalgado ( Oplegnathus punctatus) a um ODde 0.8 m l / l 
aumentava com a suplementação de AA. O peixe-papagaio Japonês sujeito a stress de hipoxia 
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intermitente e alimentado sem AA exibiu mais cedo os sintomas de deficiência, cresceram 
significativamente menos e tiveram uma maior mortalidade que o seu controlo (Ishibashi et ai., 
1992b). Mesmo quando alimentado com 750 mg AA/ kg alimento o crescimento e a mortalidade 
foram negativamente afectados pelo stress. Apenas com uma suplementação de 3000 mg AA/kg 
alimento este parâmetros não foram quase afectados. 
No presente trabalho, a dourada foi submetida a stress de hipoxia aguda (OD = 1.2 mg/l, 
24h), intermitente (OD = 25%, 1 X/semana) e crónica (OD = 55%, cte). Em nenhuma das 
experiências de stress de hipoxia se verificaram efeitos negativos do s t ress, 
quer no que respeita à mortalidade, crescimento ou ao teor em AA nos órgãos. Ao 
comparar com os resultados dos estudos supracitados, várias hipóteses podem ser formuladas 
para justificar o facto de não ter sido evidenciado um papel protector do AA neste trabalho. A 
primeira é que os níveis de suplementação em AAnão foram suficientemente elevados para ser 
observada a sua acção na resistência ao stress. No entanto, esta hipótese não parece ser a 
correcta já que, se o nível de suplementação fosse superior, verificar-se-ia a saturação dos 
tecidos e não seria observável uma eventual diminuição doseu teor em AA. Aliás, ao comparar o 
teor em AA do fígado dos peixes-papagaio Japonês e pintalgado (Ishibashi et ai., 1992a; 
Ishibashi et ai., 1992b) alimentados com mega-doses de AA (30-3000 mg/kg alimento), 
verificou-se que estes eram da mesma ordem de valor dodadourada alimentada com 10-200 mg 
AA/ kg alimento (capítulos 3, 4 e 5). A segunda hipótese é a de que os níveis de OD aplicados 
para o stress não foram suficientemente stressantes. Mais uma vez, esta hipótese é refutada 
pela observação da alteração de comportamento (hipoxia aguda e crónica), indução de alguma 
mortalidade (hipoxia intermitente) e diminuição do nível de saciedade (hipoxia crónica) das 
douradas sujeitas ao stress, em comparação com os seus controlos. Finalmente, hipotetizou-se 
que a dourada pode ser uma espécie mais resistente ao stress de hipoxia do que as utilizadas 
pelos outros autores. Para a confirmação desta hipótese seria necessário efectuar estes mesmos 
procedimentos experimentais a outras espécies. 
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A última experiência deste trabalho (capítulo 6) debruçou-se sobre o papel doAAna 
protecção da dourada em relação a concentrações elevadas de amónia na água. No que respeita a 
este tema, apenas uma referencia foi encontrada, a qual mostra que o peixe-gato alimentado sem 
suplementação de AAe exposto a níveis elevados de amónia, exibiu valores de LC50 (24, 48, 72 
e96h) doque alimentado com AA(Mazik et ai., 1987). No entanto, o nível de suplementação em 
AAnão interferiu nos valores de LC50. No presente trabalho também foi evidenciado um 
papel do AA na intoxicação com amónia. De facto, apesar de ausência deAAno alimento 
não ter resultado num aumento da mortalidade durante a exposição à concentração subletal efe 
amónia, foi observado um aumento, por vezes signif icativo, da concentração de 
AA no rim cefálico, fígado e baço, o qual foi devido à influência do stress. O 
significado deste aumento do teor em AAnos órgãos dadourada foi já discutido no capítulo 6, pelo 
que não será aqui repetido. No entanto, o que merece ser salientado é o quão inesperados foram 
estes resultados, já que a bibliografia descreve, geralmente, uma diminuição dos níveis de M 
nos órgãos em consequência da exposição ao stress. É possível que este aumento fosse apenas 
transitório e que, se a experiência fosse prolongada ou se o teor em AA nos órgãos fosse 
monitorizado durante mais algum tempo depois do fim dostress, se verificasse uma diminuição 
do nível de AA. Alternativamente, poderia ser medido o teor em AA total no peixe, o que 
permitiria verificar se houve um consumo de AA devido ao stress. 
Há ainda muito trabalho a fazer nesta área para clarificar o real papel do AA na 
resistência ao stress. Para já fica a ideia de que o AA não aumenta a resistência dos peixes a 
qualquer tipo de stress, tendo, no entanto, esta acção no caso de stress devido à acção efe 
poluentes e outros xenobióticos, bem com em casos em que o stress provoque um aumento dos 
radicais livres, como é o caso do stress de hipertermia. Também parece evidente que a ausência 
de AA na alimentação diminui a resistência a determinados stress, como é o caso de agentes 
infecciosos, e que uma suplementação, mesmo com uma quantidade mínima, de AA é suficiente 
para normalizar essa resistência. Neste momento coloca-se a questão do beneficio cb 
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fornecimento de mega-doses de AA aos peixes no intuito de aumentar a resistência ao stress, cb 
que foi analisado na bibliografia, as mega-doses poderão ter este efeito apenas no que respeita ao 
stress por agentes infecciosos, já que alguns autores demonstraram um aumento da actividade cb 
sistema imune (ver capítulo 1 ). No entanto, os resultados ainda são pouco claros e mais 
investigação deve ser efectuada. 
Do que aqui foi dito fica a ideia da necessidade de estudos mais aprofundados nesta área, 
pois o papel doAAna resistência ao stress é um tema que ainda está longe de estar esclarecido. 
7.2. CONCLUSÕES 
• O desenvolvimento de sintomas de deficiência em AA na dourada com um peso > 1.5 g e 
alimentadas com um alimento composto sem suplementação de AA, parece dar-se apenas ao fim 
de um período muito longo (vários meses). 
• A presença de agentes infecciosos parece precipitar o aparecimento dos sintomas efe 
deficiência em AAnas douradas privadas desta vitamina. 
• A dourada alimentada sem suplementação de AA parece ser mais susceptível ao parasita 
Diplectanum aequans, o qual provoca mortalidades aumentadas. 
• Mesmo após um período de 5 meses de alimentação sem suplementação de AA, as 
douradas detêm um nível mensurável de AAnos tecidos (4-6 jug/g). 
• O requisito de AA da dourada para o crescimento máximo e impedir o desenvolvimento 
de escorbuto é de 10 mg AA/kg alimento. 
• O stress de hipoxia aguda, intermitente ou crónica não parece alterar 
significativamente a concentração de AAno fígado, rim e baço da dourada. 
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• O estatuto de AAda dourada parece não ter influência na resistência desta ao stress ce 
hipoxia, seja este agudo, intermitente ou crónico. 
• O stress devido à exposição da dourada a um nível subletal de amónia conduz ao 
aumento da concentração de AA no fígado, rim e baço, pelo que esta vitamina parece estar 
envolvida na desintoxicação da amónia. Este aumento parece ser devido à mobilização desta 
vitamina a partir de outros órgãos onde esta é, aparentemente, menos necessária nesta situação 
extrema. 
• O rim é o órgão, de entre os estudados, que apresenta a maior concentração de AA, na 
dourada. O baço é o órgão mais sujeito a flutuações da concentração de AA, as quais se explicam 
pela existência de fenómenos de sequestro e libertação de leucócitos por parte desteórgão. 
</ Não parece que o AA tenha um papel importante na resistência a todos os tipos ce 
stress. 
• O facto de o AA ter um papel na resistência a um determinado factor de stress, parece 
depender de esse factor provocar alterações metabólicas que exijam um maior envolvimento 
desta vitamina. 
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Anexo I Principais sinais e sintomas de deficiência em ácido ascórbico em algumas espécies 
de peixes (NRC, 1993). 
Salmonídeos Peixe-gato Enguia Carpa Seriola Red 
Japonesa comum Seabream 
Letargia Hemorragias Hemorragias Diminuição do Hemorragias Diminuição do 
Exofetalmia 
hemorrágica 
externas e 
internas 
nas barbatanas 
epele 
crescimento na pele 
Melanose 
crescimento 
Hemorragia 
intramuscular 
Filamentos 
branquiais 
Erosão das 
barbatanas 
Colagéneo 
ósseo reduzido 
Erosão da 
mandíbula 
Lordose 
Escoliose 
Anemia 
distorcidos Lordose Mortalidade 
Lordose Escoliose 
rápida e 
elevada 
Escoliose 
Ascite 
Anemia 
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Anexo I I Requisitos vitamínicos de 5 espécies de peixes (NRC, 1993). 
Vitamina P e i x e - g a t o T ru ta arco- Salmão do Carpa T i l áp ia 
( m g / k q ) í r i s Pacíf ico comum 
A( IU /kg) 1 0 0 0 - 2 0 0 0 2500 2500 4000 NT 
D( IU /kg ) 500 2400 NT NT NT 
E ( IU / kg ) 50 50 50 100 50 
K R R R NT NT 
Riboflavina 9 4 7 7 6 
Ácido 15 20 20 30 10 
Pantoténico 
Niacina 14 10 R 28 NT 
B12 R 0.01 E R NR NR 
Colina 400 1000 800 500 NT 
Biotina R 0.15 R 1 NT 
Folato 1.5 1 2 NR NT 
Tiamina 1 1 R 0.5 NT 
B6 3 3 6 6 NT 
Mioinositoi NR 3200 300 440 NT 
(mg/kg) 
Ácido 2 5 - 5 0 50 50 R 50 
Ascórbico 
R- Requerido da dieta mas não quantificado. 
NR- Sem requisito alimentar demonstrado em condições experimentais. 
NT- Não testado. 
E- Estimado. 
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Anexo I I I Actividade da enzima GLO em diversas espécies de peixes. 
Act i v idade GLO 
O r d e m Espéc ie ( í v g / m g Órgão R e f e r ê n c i a 
p r o t e í n a ) 
Petromyzontif ormes Petromyzon marinus 126-159 Rim Moreau eí ai., 1998 
Lampetra japonica 0.88 Rim Touhata et ai., 1995 
Lamniformes Mustelus manazo 3.35 Rim Touhata, et ai. 1995 
Squalus acanthias 513 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Maeland et ai., 1998 
Rajiformes Dasyatis akajei 1.02 Rim Touhata, et ai. 1995 
Lepidosireniformes Protopterus aethiopicus 2.73 Rim Touhata, et ai. 1995 
Lepisosteiformes Lepisosteus oculatus N.D. Rim Touhata, et ai. 1995 
Polypteriformes Polypterus Senegal us N.D. Rim Touhata, et ai. 1995 
Lophiiformes Lophiomus setigerus N.D. Rim Touhata, et ai. 1995 
Pleuronectiformes Parachlithys olivaceus N.D. Rim Touhata, et ai. 1995 
Carassius au rat us 45.1 
1.9 
Rim 
Fígado 
Thomas et ai., 1985 
Tilapia áurea 4.1 Rim Thomas, et ai. 1985 
Mugil cephalus 1.9 
2.0 
Rim 
Fígado 
Thomas, et ai. 1985 
Fundulus grandis 6.2 Fígado Thomas, et ai. 1985 
Anguilla anguilla N.D. Rim Maeland & Waagbo, 
N.D. Fígado 1998 
Clupea harengus N.D. Rim Maeland & Waagbo, 
N.D. Fígado 1998 
Salmo sa lar N.D. Rim Maeland & Waagb0, 
N.D. Fígado 1998 
Gadus morhua N.D. Rim Maeland & Waagb0, 
N.D. Fígado 1998 
Scomber scombrus N.D. Rim Maeland & Waagb0, 
N.D. Fígado 1998 
Hippoglossus hippoglossus N.D. Rim Maeland & Waagb0, 
N.D. Fígado 1998 
Scophthalmus maximus N.D. Rim Mseland & Waagbo, 
N.D. Fígado 1998 
Cyprinus carpio 12 Rim Yamamoto eí ai., 1978 
54 Fígado Soliman et al., 1985 
21.0 Rim 
59.2 Fígado 
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Ctenopharyngodon idellus N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, et ai., 1985 
Oncorhynchus mykiss N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, et al., 1985 
Salmo trutta N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Salvelinus fontinalis N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Oreochromis niloticus N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Oreochromis mossambicus N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Oreochromis spilurus 58.9 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, et al., 1985 
Oreochromis aureus 46.8 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Oreochromis macrochir N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, et al., 1985 
0. niloticus X N.D. Rim Soliman, et al., 1985 
0. mossambicus N.D. Fígado 
Tilapia zillii N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, et al., 1985 
Tilapia buttikoferí N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Sarotherodon galilaeus N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Soliman, étal., 1985 
Acipenceriformes Acipenser baeri 10-69 Rim Moreau étal., 1996 
Acipenser ruthenus 11.4 Rim Maeland & Waagba, 
1998 
Ictalurus frucatus N.D. 
N.D. 
Rim 
Fígado 
Wilson, 1973 
N.D. não detectável. 
ANEXOS 
Anexo V I Método de dosagemdo ácido ascórbico pelo métodode Bourgeois eta/.(1 989) 
REAGENTES 
-Ácido Metafosfórico a 5% 
-Solução de lodo 0.005 M 
-Tiossulfato de Sódio 0.01 M 
-Tampão A 
-Tampão B 
-Tampão C 
-Solução de 4,5-dietil-1,2-fenileno Diamina (DMPD) a 0 .1% 
-Álcool isoamílico saturado 
MÉTODO 
Preparação das Amostras 
Tecidos Animais 
-Pesar 0.1 a 0.5 g do tecido a analisar e homogeneizar com a ajuda de um homogeneizador em 5 
ml de HPO3 a 5% 
-Verter o homogeneizado para um tubo de ensaio, lavar o homogeneizador com 2 ml de HPO3 a 
5% e juntar ao homogeneizado. Perfazer o volume até 10 ml com a mesma solução, rolhar os 
tubos e colocar a amostra a 4°C durante 24 horas. 
-Centrifugar os tubos durante 10 min a 2500-3000 RPM com refrigeração (4°C) e recolher o 
sobrenadante e filtrar. 
-Colocar 2ml do sobrenadante nos godés do autoanalisador para a primeira dosagem. 
-Mudar o tampão A pelo tampão B no autoanalisador e dosear as interferências em mais 2 ml de 
sobrenadante. 
Plasma Sanguíneo 
-Pipetar 0.5 ml de plasma e juntar 4.5 ml de HPO3 a 5%. Agitar, esperar 15 minutos, 
centrifugar e recuperar o sobrenadante 
-Filtrar e fazer diluição 1:2 antes de dosear. 
NOTAS: 
-Todo o processo de preparação da amostra até á sua colocação no autoanalisador, deve ser 
efectuado mantendo constantemente as amostras e o HPO3 a 5% em gelo. 
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-As amostras, podem ser congeladas para posterior utilização, antes da centrifugação ou após a 
filtragem. Podem também ser recongeladas para posterior confirmação dos resultados. 
-As dosagens devem ser feitas até 2 meses após o seu processamento. 
Curva Padrão 
-Dissolver 100 mg de ácido ascórbico em 100 ml de HPO3 a 5%. 
-Pipetar 2 ml desta solução para um balão volumétrico de 100 ml e ajustar o volume com 
HPO3 a 5% (20 jug AA/ml) 
-Utilizar esta última solução para fazer os padrões, de acordo com o quadro seguinte: 
Concentração Solução de AA HPO3 a 5% 
U/P ml" "•) ( í / l ) (U\) 
2.0 200 1800 
1.6 160 1840 
1.2 120 1880 
0.8 80 1920 
0.4 40 1960 
0.2 20 1980 
-Fazer três leituras de cada uma das soluções padrão e fazer uma regressão linear com os 
valores obtidos, para achar a equação da recta que relaciona o valor do espectrofluorímetro com 
a concentração de ácido ascórbico na amostra. 
CÁLCULO 
Ácido Ascórbico 0/g/g) = (a * (HA - HB) + b) * D 
Pa 
a - Declive da recta 
b - Intercepção com o eixo das abcissas 
HA - Altura do pico obtido com o tampão A (mm) 
HB - Altura do pico obtido com o tampão B (mm) 
D - Diluição (ml) 
Pa - Peso da amostra (mg) 
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AUTOANALIZADOR PARA DOSEAMENTO 
DE ÁCIDO ASCÓRBICO 
Modo Operatório 
-Ligar a bomba peristáltica e lavar o circuito com água destilada durante 30 minutos 
-Bombear, de seguida, simultaneamente o HPO3 a 5%, o Tiossulfato de Sódio 0.01 M, o Tampão 
A, a solução de iodo e o DMPD durante mais 30 minutos 
-Ligar os restantes aparelhos (distribuidor de amostras, espectroftuorímetro e 
registador),introduzir os restantes reagentes (Álcool Isoamílico e Tampão C), acertar a linha 
de base e começar imediatamente a leitura dos padrões. 
-Os padrões devem ser lidos por ordem decrescente de concentração, após o que se faz uma 
lavagem comi godé contendo apenas HPO3 a 5%. 
-Fazer, então a leitura das amostras, tendo o cuidado de começar pelas de menor concentração. 
-No final das leituras , lavar com HPO3 a 5%, usando 3 godés. Durante a recolha do 2o godé 
substituir o Tampão A pelo Tampão B e 1er outra vez as mesma amostras, para determinar as 
interferências 
-No final das análises e após o registo da última medição, esperar 10 minutos e retirar o HP03 
e a solução de iodo (guarda-las a 4oC), após mais 10 minutos retirar o tampão B e a solução de 
Tiossulfato (guardar o último a 4oC) e depois de sair o último pico retirar os restantes 
reagentes e lavar o circuito com água destilada durante 2 horas. 
NOTA: 
Comprimentos de onda do espectrofluorímetro 
Excitação 362 nm 
Emissão 432 nm 
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PREPARAÇÃO DOS REAGENTES 
Tampão A 
Num balão volumétrico de 2000 ml, dissolver 508 g de dihidrogenofosfato de sódio em 
1400 ml de água destilada, juntar 208 ml deNaOH4 M e ajustar o volume com água destilada. 
Filtrar com filtro de vidro n° 3 e verificar o pH, que deve ser 5.4. Conserva-se 1 semana á 
temperatura ambiente 
Tampão B 
Num balão de 2000 ml dissolver 608 g Dedihidrogenofosfato de Sódio em 1500 ml de 
água destilada. Dissolver deseguida 200 g de Tetraborato de Sódio, ajustar o volume, filtrar em 
filtro devidro n° 3 everificar opH, quedeveser 5.3. Precauções como tampão A 
Tampão C 
Dissolver 10 g de Hidrogenocarbonato de Sódio num balão de 2000 ml, em 1800 ml efe 
água destilada. Juntar 18 ml deNaOH4 M e ajustar o volume com água destilada. Filtrar num 
filtro devidro n° 3 everificar opH = 10,2. Conservar comoosoutros tampões. 
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Anexo V Métododedosagemdahidroxiprólina na pele pelo métodpde Bonnet & Kopp(1 984) 
REAGENTES 
-Acetona 
-Ácido Perclórico 1.8N 
-Hidróxido de Sódio 1.8N 
-Tampão A 
-Solução Oxidante 
-Reagente de Erlich 
-Solução Mãe de Hidroxiprolina 1 mg/ml 
MÉTODO 
Preparação das Amostras 
Pele 
-Coloque uma amostra de pele, previamente pesada, em 4-5ml de acetona num tubo estanque e 
deixar difundir durante 24 horas-Solução Oxidante 
-Renovar 2 vezes a acetona. Secar a amostra e mineralizar 
Carcaça 
-Extrair os lipidos de uma amostra, previamente pesada, de carcaça por Soxlet ou Fõlch. Secar 
bem e mineralizar. 
-Ter em conta nos cálculos a percentagem de lipidos. 
Hidró l ise 
-Pesar exactamente 500mg de carcaça ou pele (deslipidados) e transferir para um tubo de 
mineralização graduado de 1 OOml (tipo Tecator) 
-Juntar 15 ml de ácido perclórico 70-72% (HCI04), agitar suavemente no vortex. 
-Colocar os tubos no mineralizador aquecido a 100°C durante 4 horas. 
-Retirar do mineralizador, deixar arrefecer, ajustar a 1 OOml com água destilada e 
homogeneisar. Neste ponto a normalidade do ácido perclórico é 1.8N 
-Filtrar ou centrifugar uma aliquota de 20ml, aproximadamente, e congelar em frascos caso a 
dosagem não se efectue de imediato 
Curva Padrão 
-Em 8 balões volumétricos preparar cada uma das soluções padrão de acordo com a tabela: 
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Padrão Solução Mãe HCI04 70-72% 
( u g / m l ) ( H l ) ( m l ) 
0 0 15 
1 100 15 
2 200 15 
3 300 15 
5 500 15 
10 1000 15 
15 1500 15 
20 2000 15 
-Completar com água destilada até perfazer 100 ml 
Dosagem 
-Transferir para tubo de ensaio de 10ml com tampa 0.5ml da solução a analisar ou das soluções 
padrão 
-Juntar 0.5ml de NaOH 1.8N e agitar no vortex 
-Juntar 1 ml de Tampão A e agitar no vortex 
-Juntar 1 ml de Solução Oxidante e agitar no vortex 
-Deixar reagir durante 4 minutos e juntar 5ml do Reagente de Erlich. Fechar os tubos e agitar 
bem. 
-Aquecer os tubos em banho-maria a 60°C durante 25min. 
-Deixar arrefecer os tubos e 1er no espectrofotómetro a 558nm dentro de 2-3 horas 
PREPARAÇÃO DOS REAGENTES 
Tampão A 
Dissolver 57g de acetato de sódio, 44.4g de citrato trisodico e5.5g de ácido cítrico em 
385ml de alcool isopropílico, misturando cuidadosamente. Completar até I I com água destilada, 
verificar o pH e ajustar a 6.0 se necessário Esta solução conserva-se durante vários meses. 
Solução Oxidante: 
Dissolver 1.4gdeN-cloro-p-toluoeno-sulfonamida desodio(cloramina T) em 20 ml efe 
água destilada. Completar até 100ml com tampão A e agitar bem. Esta solução deve ser 
preparada extemporaneamente 
Reagente de Erlich: 
Misturar 20 g de dimetilamino-4-benzaldeido(PDBA) com 30ml de ácido perelórico 
70-72% e!30ml de álcool isopropílico. Preparar extemporaneamente. 
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